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FENOTIPO, ANATOMIA, E IDENTIFICACION MOLECULAR Y METABOLICA DE
INVERTASAS, EN EL CICLO DIURNO-NOCTURNO, DE FRUTOS EN RACIMO DE

FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.) Con Restriccion De Humedad

Karla Chavez Mendoza, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

El pericarpio es esencial para la proteccién y formacion de semillas en frijol (Phaseolus
vulgaris L.). El objetivo del presente estudio fue describir el efecto de la restriccion de
humedad en el fenotipo, anatomia, fisiologia, bioquimica y expresion de invertasas en
racimos de frutos, con diferente tamafio y fuerza de demanda en plantas de frijol (P.
vulgaris). La hipétesis planteada es que existen diferencias metabdlicas en los
pericarpios de frutos con distinto numero de semillas en desarrollo. Plantas del cultivar
OTI se cultivaron en invernadero con riego. En la etapa R8, o de llenado de la vaina, se
formaron dos grupos, uno se continué regando (100 % capacidad de campo, CC) y a otro
se le disminuy6 en 50 % de capacidad campo durante diez dias. El analisis de fenotipo
en imagenes RGB mostré que las plantas en 50 % CC, después de 10 dias, presentaron
sintomas severos de senescencia en las hojas ya que perdieron totalmente el color verde
mantuvieron los frutos verdes y permanecieron asi varios dias. En los racimos de vainas,
la funcionalidad estructural de las vainas largas y cortas se demostré anatbmicamente,
en cortes histologicos. No se observaron diferencias entre las vainas de las plantas con
50y 100 % CC. Las concentraciones de glucosa y almiddn en pericarpios largos y cortos
se mantuvieron disminuidos, respecto a fructosa y sacarosa en el ciclo diurno-nocturno,
independientemente del nivel de humedad. Las concentraciones de sacarosa en frutos
largos aumento6 15 % a medio dia. En contraste, con 50 % CC los niveles de sacarosa
se mantuvieron elevados a lo largo del dia y los de fructosa disminuidos. La actividad
enziméatica de invertasa de pared celular (PC) fue 10-15 % mayor en frutos cortos en
ambos niveles de humedad. Este resultado no se observo en las invertasas vacuolar o
citosélica. El analisis bioinformatico mostro que en el genoma de P. vulgaris existen seis
posibles genes que codifican a invertasas de PC. La homologia de aminoacidos mostro
gue la secuencia codificadora en los genes PvCWINV3 y PvCWINV4 tienen diferencias
en motivos relacionados con la catalisis y relacion filogenética con dicotiledéneas. Los
niveles de transcritos, determinados por RT-gPCR, mostraron que los niveles de
transcrito del gen PvCWINV4 fueron 20 % mayores en frutos cortos cosechados de
plantas con 50 % CC respecto a los frutos cortos de plantas en riego. El metabolismo de
la sacarosa difiere entre frutos del frijol con diferente nUmero de semillas, durante el
llenado de la semilla.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris L, vaina, racimos, sacarosa, invertasa de pared.



PHENOTYPE, ANATOMY, AND MOLECULAR AND METABOLIC IDENTIFICATION
OF INVERTASES, IN THE DIURNAL-NIGHT CYCLE, OF FRUIT CLUSTERS OF
BEANS (Phaseolus vulgaris L.) WITH MOISTURE RESTRICTION

Karla Chavez Mendoza, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

The pericarp is essential for the protection and formation of seeds in beans (Phaseolus
vulgaris L.). The objective of the present study was to describe the effect of moisture
restriction on the phenotype, anatomy, physiology, biochemistry and expression of
invertases in fruit bunches, with different size, and force of demand in bean plants (P.
vulgaris). The proposed hypothesis is that there are metabolic differences in the pericarps
of fruits with different numbers of developing seeds. Plants of the OT]I cultivar were grown
in a greenhouse with irrigation. In stage R8, or pod filling, two groups were formed, one
continued to irrigate (100 % field capacity, CC) and the other one was reduced to 50 %
field capacity for ten days. The phenotype analysis in RGB images showed that the plants
at 50 % CC, after 10 days, presented severe symptoms of senescence in the leaves,
since they completely lost the green color, they kept the fruits green, and remained so for
several days. In pod clusters, the structural functionality of long and short pods was
demonstrated anatomically, in histological sections. No differences were observed
between the pods of the plants with 50 and 100 % CC. Glucose and starch concentrations
in long and short pericarps remained low, compared to fructose and sucrose in the day-
night cycle, regardless of humidity level. Sucrose concentrations in long fruits increased
(015 % at noon. In contrast, with 50% CC, sucrose levels remained high throughout the
day, and fructose levels decreased. Cell wall invertase (CP) enzyme activity was 10-15
% higher in short fruits at both moisture levels. This result was not observed in vacuolar
or cytosolic invertases. Bioinformatic analysis showed that in the P. vulgaris genome
there are six possible genes encoding PC invertases. Amino acid homology showed that
the sequence encoded in the PvCWINV3 and PvCWINV4 genes have differences in
motifs related to catalysis and phylogenetic relationship with dicots. The transcript levels,
determined by RT-gPCR, showed that the transcript levels of the PvCWINV4 gene were
20% higher in short fruits harvested from plants with 50% CC compared to short fruits
from irrigated plants. Sucrose metabolism differs between bean fruits with different
number of seeds, during seed filling.

Key words: Phaseolus vulgaris L, pod, clusters, saccharose, wall invertase.
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I. INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de mayor consumo en paises del
Norte de Africa y Latinoamérica (Beebe et al., 2013). Estudios sobre la formacion
temporal y espacial de flores y vainas en desarrollo indican que el nimero de flores que
originaran frutos depende de la cantidad de fotoasimilados que son transportados en el
floema; lo que deriva en el desarrollo de las vainas, en el llenado de las semillas y por lo
tanto para el rendimiento (Clavijo et al., 2013). En cultivares arbustiformes, con hébito de
crecimiento tipo | (CIAT, 1985), las inflorescencias normalmente producen de manera
simultdnea racimos organizados en unidades de 2 o 3 frutos (CIAT, 1992); esto genera
competencia entre las estructuras de las vainas, diferencias en su desarrollo y en el

ndmero de semillas por vaina.

El déficit de humedad es el principal factor abiético generador de estrés que afecta
a la produccion de frijol (Hageman et al., 2021; Du et al., 2020; Berny et al., 2019). Las
pérdidas en el rendimiento, por este factor, pueden ser totales si el déficit hidrico se
presenta en la etapa reproductiva (Morales-Elias et al., 2021; Beebe et al., 2013). El
déficit de humedad provoca aumento de la concentracion de sacarosa en el floema; esto
disminuye significativamente la descarga fotoasimilados, impacta negativamente en el
numero de flores y frutos en desarrollo y genera numerosas estructuras reproductivas
abortadas (Yoon et al., 2021; Leonardos et al., 2006). Los frutos que permanecen en la
planta, pueden completar el llenado de sus semillas, con tamafio y peso similares a las
cosechadas de plantas con riego (Morales-Elias et al., 2021; Padilla-Chacoén et al., 2017);
es decir, la acumulacion de biomasa se mantiene constante incluso cuando la relacion

fuente-demanda cambia.



Experimentalmente se demostré que en leguminosas el pericarpio protege a las
semillas y aporta cantidades abundantes de carbono en condiciones ambientales
adversas (Bennet et al., 2011). En alfalfa (Medicago sativa) (Wang et al., 2020), soya
(Glycine max) (Sengupta et al., 2019), chicharo (Pisum sativum) (Atkins y Pate, 1977),
cacahuate (Arachis hypogaea) (Furbackr et al., 2004) y Brassica se ha demostrado que
el pericarpio aporta carbono al grano, durante su desarrollo, cuando la actividad
fotosintética en las hojas es limitada (Chopra et al., 2003). Recientemente se demostro
que las plantas de frijol de algunos cultivares, en restriccion de humedad por 18 dias,
mantienen las vainas verdes. Esto permitid sugerir que, la respuesta al estrés hidrico
podria estar relacionada con la capacidad del cultivar de mantener verdes los frutos,
respuesta conocida en inglés como “Stay green” (Cayetano-Marcial et al., 2021) y que

las vainas son fotosintéticamente activas y capaces de sintetizar fotoasimilados.

Evidencias experimentales indican que el almidon almacenado en el parénquima
lo utilizan los frutos como fuente de carbono, alterno al proporcionado por los
fotoasimilados foliares, cuando el llenado de la semilla esta comprometido por estrés por
déficit hidrico (Coello y Martinez- Barajas, 2014). Cuellar et al., (2008) demostraron que
el almidon en el pericarpio se incrementa en respuesta a la sequia; pero, hasta el
momento no hay evidencias de que los productos de la degradacion del almidon sean

asimilados por las semillas.

Dado que la sacarosa es un potente regulador del desarrollo de tejidos de
demanda (Yoon et al., 2021), el conocimiento del metabolismo de la sacarosa en los
frutos de frijol aportara evidencia del papel de la sacarosa en el llenado de la semilla y
en la respuesta al estrés por restriccion de humedad. El impacto de la actividad
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enzimética de invertasas se ha descrito en el desarrollo de frutos de jitomate (Proels y
Roitsch, 2009) y maiz (Juarez Colunga et al., 2018). Particularmente, la invertasa de
pared celular regula los niveles de sacarosa cuando la descarga es apoplastica, la
actividad de esa invertasa se correlaciona con la expresion del transportador de sacarosa
SUTL1 (Al-Sheikh et al., 2018) y con la presencia de ABA en plantas con restriccion de

humedad (Wingler y Roitsch, 2008).

Especificamente, en frijol es comun la formacion y desarrollo de frutos con
diferente numero de semillas y las diferencias se acentian con el estrés por restriccion
de humedad (Cayetano-Marcial et al., 2021); por lo que, es una especie adecuada para
avanzar en el conocimiento del metabolismo de la sacarosa en esos frutos, su variacion
durante el ciclo diurno-nocturno y su modificacion por efecto del déficit de humedad. Asi,
el objetivo de la presente investigacion fue describir el efecto de la restriccion de
humedad en el fenotipo, anatomia, fisiologia, bioquimica y expresion de invertasas en
racimos de frutos, con diferente tamafio y fuerza de demanda en plantas de frijol (P.

vulgaris).

Para esto, se utilizaron métodos de fenotipaje, bioquimicos, anatdmicos y
moleculares, incluidas las cuantificaciones de los niveles de azucares soluble y almidon
y su relacion con la actividad enzimatica de invertasa de pared celular (INVCW),
citosélica (INVC) y vacuolar (INVV), asi mismo, la identificacion de sus secuencias en el
genoma de frijol, la relacion filogénica basada en la secuencia de aminoacidos y niveles
de expresion determinados por RT-gPCR. Por lo que, la hipotesis del presente estudio
fue “el déficit hidrico afecta desigualmente la distribucion de carbono y fuerza de
demanda en los frutos, largos y cortos, en racimos de frijol (P. vulgaris) durante el ciclo

3



diurno-nocturno” y como objetivo general describir el efecto de la restriccion de humedad
en el fenotipo, anatomia, fisiologia, bioquimica e identificacion de genes en racimos de

frutos, con diferente tamafio y fuerza de demanda en plantas de frijol (P. vulgaris).



ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo General

Describir el efecto de la restriccion de humedad en el fenotipo, anatomia,
fisiologia, bioquimica y expresion de invertasas en racimos de frutos, con diferente

tamano y fuerza de demanda en plantas de frijol (P. vulgaris).

2.2. Objetivos especificos

e Evaluar el fenotipo, con imagenes RGB, relacionado con el nivel de senescencia
en plantas en R8, llenado de la semilla, mantenidas con y sin restriccion de
humedad (50 % CC y 100 % CC).

e Analizar la anatomia, en cortes transversales, de frutos largos y cortos en racimos
de plantas mantenidas con y sin restricciéon de humedad (50 % CCy 100 % CC).

e Determinar los cambios diurnos-nocturnos en la concentracion de azlcares
solubles y almidon en frutos largos y cortos, en racimos, de plantas mantenidas
con y sin restriccion de humedad (50 % CC y 100 % CC).

e Cuantificar la actividad enzimética de invertasas de pared celular (CWINV),
citosélica (CINV) y vacuolar (VINV) dependiente del ciclo diurno-nocturno en
racimos de frutos, largos y cortos, de plantas mantenidas con y sin restriccion de
humedad (50 % CC y 100 % CC).

¢ Identificar en el genoma de frijol reportado en Phytozome secuencias de genes
gue codifican a genes de invertasa CWINV.

e Realizar alineamientos de secuencia de aminoacidos con el programa Clustal X y

arbol filogenético con MEGA X.



e Evaluar mediante RT-qPCR los niveles de expresion de las secuencias de genes

gue tengan mayor similitud con los genes de invertasas reportados previamente.

2.3. Hipotesis

El déficit hidrico afecta desigualmente la distribuciéon de carbono y fuerza de
demanda en los frutos, largos y cortos, en racimos de frijol (P. vulgaris) durante el ciclo

diurno-nocturno.



lII.LREVISION DE LITERATURA

3.1. Frutos de frijol

Phaseolus vulgaris es la especie més distribuida y de mayor consumo del género
Phaseolus, pertenece a la familia Fabaceae con aproximadamente 70 especies nativas
de América con centros de origen andino y mesoamericano (Chacén et al., 2005). El fruto
del frijol, conocido cominmente como vaina, es una hoja carpelar con dos valvas
suavemente curvadas y dehiscentes, las cuales provienen del ovario comprimido; estas
caracteristicas del fruto permiten clasificar a la especie como leguminosa (SAGARPA,
2017). Las Inflorescencias estan formadas por pocas flores dispuestas sobre peddnculos
mas cortos que las hojas, ubicados en las axilas de las hojas; las flores también se

acomparfan de bracteas estriadas.

El céliz, en las flores, es un tubo campanulado que hacia el 4pice se divide en
cinco lébulos, los cuales estan parcialmente unidos; la corola es color rosa-purpura a
casi blanca, con cinco pétalos desiguales; ademas, dos pétalos laterales similares,
conocidos como alas, generalmente fusionados, que forman la quilla; la cual presenta
apice largo y torcido en espiral que envuelve a los estambres y al ovario
(http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/fabaceae/phaseolus-

vulgaris/fichas/ficha.htm).

Los frutos en racimo se desarrollan a partir de la fase R5 (prefloracion); en esta
fase primero se expone el botén o racimo floral. Los 6rganos mas prominentes en un
racimo son las bracteas de forma triangular y las bractéolas de forma ovalada a redonda,

en la axila de cada bractea existe un complejo de yemas denominado triada floral. En las



variedades con habito de crecimiento determinado, el complejo axilar del Ultimo nudo
presenta desarrollo floral de sus yemas; es decir, los botones florales se desarrollan de
las dos yemas laterales y la yema central permanece en estado latente. A partir de este
nudo, el apice del tallo y de las ramas se transforma en racimo terminal. Los racimos se
desarrollan a botones florales, que al crecer muestran pigmentacion y adquieren su forma
segun la variedad, los botones florales presentan algunos abultamientos caracteristicos

y al final de este proceso se expone la flor (CIAT,1992).

La morfologia floral de P. vulgaris facilita el mecanismo de autopolinizacién ya que
las anteras se encuentran en el mismo nivel que el estigma y ambos érganos se
encuentran envueltos completamente por la quilla. De tal forma que cuando se produce
la antesis (dehiscencia de las anteras) el polen cae directamente sobre el estigma
fecundando la flor. una vez que la flor ha sido fecundada la corola se marchita y la vaina

inicia su crecimiento (Arias et al., 2007; CIAT, 1992).

La formacion de la vaina inicia con el desarrollo de las valvas, durante los primeros
10 a 15 dias; después de la floracion, ocurre principalmente el crecimiento longitudinal
de la vaina y existe poco crecimiento de las semillas. Cuando las valvas alcanzan su

tamafio final y peso maximo, se inicia el llenado de las semillas (CIAT, 1992).

3.1.1. Llenado de la semilla

En leguminosas la etapa de llenado de semilla se desarrolla mediante una
coordinacion compleja de actividades de proteinas, como enzimas que catalizan la
sintesis de metabolitos y regulan la distribucion de carbono; el tiempo de llenado de la

vaina es mas del doble que el que toma el llenado de semilla en cereales (Gallardo et



al., 2008), lo que aumenta la probabilidad de exposicién de los frutos a condiciones

ambientales adversas durante mas tiempo.

De acuerdo con Coelho y Benedito (2008) el desarrollo de la semilla de P. vulgaris
sucede en tres fases: la primera incluye la histodiferenciacién-embriogénesis en la que
la diferenciacion del embridn (a través de las etapas globular, corazon y torpedo), de los
cotiledones y de la testa o cubierta se lleva a cabo; esta fase se da 12 dias después de
la polinizacion (Parreira et al., 2016). En la segunda fase, la de maduracion-llenado,
aumenta rapidamente la biomasa y el crecimiento del embrion en los siguientes 30 dias
después de la antesis (DDA) (Parreira et al., 2016). En la fase de maduracion la semilla,
cesa la acumulacion de biomasa, inicia el proceso de deshidratacion y latencia, esta fase

se presenta entre los 30 DDA y hasta los 40 DDA (Matilla, 2016; Parreira et al., 2016).

La velocidad y duracion del llenado de las semillas determinan el rendimiento de
los cultivos (Yin et al., 2020; Wang et al., 2020). Actualmente, en leguminosas se
desconoce el mecanismo molecular y bioquimico que define el llenado de la semilla. En
cereales se conocen las vias de sefializacion que regulan el llenado de la semilla. En
arroz (Oriza sativa) se describié que durante el llenado de la semilla participan proteinas
de sefalizacién conocidas como proteinas G (Li et al., 2018). Ademas, estudios en QTLs
permitieron identificar genes reguladores que controlan la expansion y proliferacion de la
semilla. Estos reguladores incluyen a la proteina MAPK quinasa y al proteosoma de

ubiquitina (Li et al., 2018).

Mediante técnicas de protedmica en semillas de trigo (Triticum aestivum L.) en

desarrollo se identificaron grupos de proteinas asociadas a la expansion y crecimiento



del grano (Zhang et al., 2021). En el estudio destacé la abundancia de proteinas
relacionas con la sintesis de almidon como la sacarosa sintasa, la almidon fosforilasa,
almiddn sintasa soluble y enzimas unidas al almidén como la, piruvato fosfato dicinasa 'y
la proteina 14-3-3. Estos resultados son evidencia de posibles modificaciones de las
enzimas para mejorar la calidad de los cultivos e incrementar la tolerancia al estrés

(Zhang et al., 2021).

En frijol se han identificado por medio de una aproximacién con el uso de
cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS/MS), la abundancia de metabolitos y de proteinas a las que se ha asignado una
categoria de acuerdo a su funcion y el total de proteinas que se expresan durante el
desarrollo de las semillas (Parreira et al., 2016). Asi esos grupos funcionales de proteinas
se han confirmado y falta explorar los mecanismos que definen el proceso molecular y
bioquimico a través de los cuales los frutos y, en particular las vainas, reciben y

distribuyen los fotoasimilados a las semillas.
3.1.2. Composicién de moléculas de reserva en semillas del frijol

En México, el frijol (P. vulgaris) ha sido un grano fundamental en la alimentacién
de humanos durante siglos; ha sido una de las principales fuentes de proteina (14 a 33%,
de faseolina, lectinas y argelinas) en Latinoamérica y Africa; ademas, es fuente de
vitaminas de complejo B, como &cido folico y tiamina; también, contiene minerales, como
Ca, Cu, Fe, K, Mg, P y Zn y fibra alimentaria (15.5 a 21.0 g por cada 100 g de grano

cocinado). El frijol, junto con los cereales, complementa el balance de los aminoacidos
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escenciales (Raya-Pérez et al., 2014; Pefia-Valdivia et al., 2011; Camacho-Espinoza et

al., 2010).

El contenido y concentracién de proteinas en las semillas de frijol difieren entre
los cultivares, oscila entre 15 % y 35 %. Los aminoacidos proteicos predominantes en
los frijoles secos son la lisina (10 a 104 mg g1), leucina (14 a 92 mg g?), fenilalanina y
tirosina (53-105 mg g*?); al contrario, su contenido de los aminoéacidos azufrados:
metionina y cisteina (4,0-20 mg g') es minimo (Carbas et al., 2020; Rezende et al., 2017
Baptista et al., 2017; Chavez-Mendoza y Sanchez, 2017; Pefia-Valdivia et al., 2011;
Guzman-Maldonado et al., 2000). Las semillas de frijol crudos contienen entre 55y 75 g
de carbohidratos en 100 g; de estos, la fraccion predominante es almidon, que constituye
casi 50 % del peso de la semilla (Ganesan y Xu, 2017). La fraccién lipidica del frijol es
aproximadamente 1.5 a 6.5 g en 100 g y estd compuesta principalmente por acidos

grasos monoinsaturados y poliinsaturados (Golam et al., 2011; Mederos, 2006).

3.1.3. Papel de la vaina como tejido de reserva

Las valvas o pericarpios de los frutos de las leguminosas protegen a las semillas
durante su desarrollo de la presencia de patégenos y depredadores (Sengupta et al.,
2019; Bennett et al.,, 2011). Las valvas estan formadas por celulosa, polimeros de
pectina, proteinas (estructurales y enzimas), almidén y monosacaridos (Stolle-Smits et
al., 1999). El contenido de proteina puede ser hasta 30 %; ademas, contiene calcio,
fésforo, magnesio, cobre y su proporcion de fibra oscila entre 18 y 62 % (Hernandez-

Morales et al., 2017).
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En la mayoria de las leguminosas la pared de las valvas presenta tres capas de
células funcionales, denominadas exocarpio, mesocarpio y endocarpio (Bennet et al.,
2011). Las valvas en chicharo (Pisum sativum L.) incluyen una cuticula gruesa y estomas
en la epidermis externa, nervaduras que se proyectan hacia adentro de la red vascular
en el mesocarpio, escasez de espacios de aire, capas de fibra, parénquima en el

endocarpio y abundantes cloroplastos (Atkins y Pate, 1977).

Reeve y Brown (1968) describieron la estructura de la vaina de P. vulgaris en
etapa inicial de desarrollo, en botdn floral y flor expuesta. La investigacidn mostré que en
boton floral la pared de la vaina esta formada de tejido parenquimatoso limitado por una
epidermis externa y una interna, dentro de ellas hay una capa de células denominadas
hipodermis externa e interna. Cuando la flor se abre, la hipodermis y la epidermis internas
originan al parénquima interno que rodea a la cavidad del fruto y la capa interna de fibras
esclereidas. Después de la floracidn, las fibras esclereidas de la capa interna engruesan
sus paredes. A lo largo de la sutura y nervadura dorsales existen haces vasculares

rodeados de fasciculos de fibras esclereidas (Herrera-Flores et al., 2005).

Otra funcion de las valvas esta relacionada con la capacidad fotosintética que
realizan (Wang et al., 2020; Wang et al., 2016); ademas generan un espacio, entre el
pericarpio y la semilla, que permite la refijacion de carbono (Furbackr et al., 2004). Los
resultados experimentales han mostrado que los fotoasimilados en las valvas favorecen
el crecimiento de las semillas (Chopra et al., 2003). Ademas, la evidencia indica que las
valvas podrian transmitir sefiales quimicas que coordinen el llenado de la semilla y
regulen la reasignacion de los recursos metabolicos destinados a semillas dafiadas a
aquellas que han conservado la viabilidad (Teran et al., 2019; Bennett et al., 2011).
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3.1.4. Fotosintesis en vainas de leguminosas

Las vainas de las leguminosas presentan fotosintesis; aunque, es menor que en
las hojas. Ademas, la densidad estomatica de la epidermis de la pared de la vaina en las
leguminosas es menos de un tercio que en las hojas (Furbank, 2004; Svec y Andrews,
1975). En alfalfa las paredes de las vainas presentan cambios ultraestructurales,
fisiologicos y protedbmicos durante su desarrollo que permiten sugerir que realizan
fotosintesis, sintetizan ATP y el metabolismo asociado a la resistencia al estrés por

sequia que garantiza el funcionamiento de las reacciones fisiol6gicas (Wang et al., 2020).

En Brassica la tasa de fotosintesis de la vaina y las actividades de las enzimas del
ciclo de reduccion del carbono fotosintético fueron maximas en las vainas jovenes; pero,
sus niveles son suficientemente altos hasta 40 dias después de la antesis. La tasa de
fijacion de CO:z en las semillas aumenté hasta 21 dias después de la antesis y luego
disminuy6 (Singal et al.,, 1995). Asimismo, existe evidencia de que la vaina fija una

proporcién sustancial del COz liberado en la respiracion diurna (Atkins y Pate, 1977).

3.1.5. El papel de la vaina en plantas de frijol en respuesta al estrés por baja

disponibilidad de agua

En México, alrededor de 85% de frijol se cultiva en condiciones de secano; en
estas condiciones, el rendimiento promedio es 450 kg ha™! (Jiménez y Acosta, 2013).
Ademas, debido a que este cultivo se desarrolla con regimenes de precipitacion erraticos
e intermitentes, la produccion puede perderse totalmente en afios con sequias

prolongadas (SAGARPA, 2017). En México, la sequia excepcional en 2011 redujo 11 %
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el rendimiento de frijol y la produccién total represent6 51.2 % respecto al afio anterior

(Montero-Tavera et al., 2019).

La sequia impacta sustancialmente el rendimiento de semillas al reducir el tamafio
y el nimero de estructuras reproductivas; lo que, eventualmente afecta el rasgo
comercial 'peso de 100 semillas' y la calidad de las semillas (Sehgal et al., 2018). Una
proporcién de la biomasa del pericarpio es translocada hacia la semilla (Morales-Rosales
et al., 2008); el proceso se cuantifica con el indice de cosecha de la vaina (ICV) (Assefa

et al., 2013).

Assefa et al. (2013) subrayaron la importancia del indice de cosecha de vainas
(siglas en inglés, PHI); ya que, este indice podria ser un criterio de seleccion eficaz para
evaluar la resistencia a la sequia. Ya que el PHI se redujo en los cultivares sensibles al
déficit de humedad y aumenté en los cultivares resistentes en condiciones de estrés por
sequia, la importancia de la removilizacion de los fotosintatos de la pared de la vaina a

la semilla fue evidente.

Entre las moléculas identificadas como moléculas de reserva, que se degradan
para usarse estan carbohidratos, como sacarosa y almidén (Singal et al., 1993). Cuellar
et al. (2008) observaron que las vainas en estrés hidrico, del cultivar resistente a la
sequia incrementaron el almacén de almidén comparadas con las del cultivar sensible a
la sequia; ademas, la acumulacion méaxima de almidon sucedio en las vainas y no en las
hojas durante el llenado de semillas. Estos resultados coincidieron con los de Coello y
Martinez-Barajas (2014) y Padilla-Chacon et al. (2017); en estos estudios se demostrd

gue las vainas en condiciones Optimas acumulan almidén abundante y algunos cultivares
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pueden acumularlo cuando las plantas estan con restriccion de humedad. Sin embargo,
la utilizacion eficiente de este almiddn depende de la actividad de las enzimas amiloliticas
gue lo degradan directamente (Muntz, 1977). Estas enzimas y sus funciones se conocen

sé6lo parcialmente.

Actualmente, el conocimiento del conjunto de procesos que definen el uso de la
sacarosa en las vainas y en semillas es escaso. Este azlcar se descarga desde el floema
y en condiciones estandar y de estrés representa la fuente de carbono de las valvas a
las semillas, pero se desconocen los eventos bioquimicos que caracterizan su uso en los
frutos en racimos, que usualmente difieren en el nimero de semillas. Por lo que, ante el
vacio de este conocimiento, parece necesario explorar el efecto del déficit de humedad

en la regulacién de la fuerza de demanda en esos frutos.

3.2. Metabolismo de sacarosa en tejidos fotosintéticos

Las hojas fotosintéticas usan energia solar para fijar el CO2 y producir triosa-
fosfato (triosa-P) en el cloroplasto que puede exportarse al citoplasma, en el que se
sintetiza sacarosa, o0 mantenerse dentro del cloroplasto, durante el periodo diurno, con
luz, con la sintesis de almiddn (Figura 1). La sintesis de sacarosa en el citosol la catalizan
dos enzimas: suc-fosfato sintasa (SPS; EC 2.4.1.14) y suc-fosfato fosfatasa (SPP; EC
3.1.3.24). SPS utiliza UDP-glucosa (UDP-glc) y fructosa-6-fosfato (fru-6-fosfato) como
sustratos para sintetizar sacarosa-6-fosfato (suc-6-fosfato) y SPP libera ortofosfato (Pi)

y de suc-6-fosfato produciendo sacarosa (Ruan, 2014).

La sacarosa puede ser almacenada en la vacuola, hidrolizada por las invertasas

(INV), produciendo glucosa y fructosa, o por la sacarosa sintasa (SUS), la que produce
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UDP-glucosa y fructosa. Ambas vias suelen degradar la sacarosa in vivo, pero los
productos difieren entre las vias. Las invertasas que producen glucosa en lugar de UDP-

glucosa forman el doble de hexosas (Figura 1).
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Figura 1. Descripcion general del metabolismo del carbono en los tejidos fuente (hoja) y
demanda (semilla). Los tejidos fuente fotosintéticos, como las hojas bandera de cebada,
sintetizan los carbohidratos. Estos se exportan en forma de sacarosa (Suc), al tejido demanda
como el endospermo del cereal. Alli, Suc es sustrato en la biosintesis de almidén y carbohidratos
de pared celular y en la glucdlisis. CBB: ciclo Calvin-Benson-Bassham; TCA: ciclo de los acidos
tricarboxilicos; ADP-glc, ADP-glucosa; AGPasa, ADP-glucosa pirofosforilasa; Ald: fructosa-
bisfosfato aldolasa; CWIN: invertasa de pared celular; CIN: invertasa citoplasmatica; DHAP:
dihidroxiacetona fosfato; FBP: fructosa-1,6-bisfosfato; FBPasa: fructosa-1,6-bis-fosfatasa; FK:
fructoquinasa; Fru: fructosa; F6P: fructosa-6-fosfato; GAP: gliceraldehido 3-fosfato; GBSS:
almidon sintasa unida a granulos; Glc: glucosa; G1P: glucosa-1-fosfato; G6P: glucosa-6-fosfato;
PGI: fosfoglucoisomerasa; PGM: fosfoglucomutasa; PFK: fosfofructoquinasa; SBE: enzima
ramificadora del almidon; SPP: sacarosa-fosfato fosfatasa; SPS: sacarosa-fosfato sintasa; SS:
almidon sintasa; Suc-6P: sacarosa-6-fosfato; SuS: sacarosa sintasa; UDP-glc: UDP-glucosa;
UGPasa: UDP glucosa pirofosforilasa; VIN: invertasa vacuolar (modificado de Cuesta-Seijo et

al., 2019).
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3.2.1. Metabolismo de sacarosa en tejidos no fotosintéticos

En tejidos no fotosintéticos o de demanda, se ha demostrado que el uso de la
sacarosa depende del tipo de tejido y etapa de desarrollo (Yoon et al.,, 2021).
Inicialmente, la sacarosa sintetizada en las hojas viaja por el floema y es descargada por
via simplastica o apopléstica (Belmont et al., 2022; Aluko et al., 2021). La via en que la
sacarosa es asimilada, después de la descargada, responde a las necesidades
metabdlicas de cada tejido y es afectada por el ambiente (Figura 2). En la descarga
apoplastica, la sacarosa puede ser asimilada directamente, con la intervencion de
trasportadores, identificados como SUT1, dependientes de energia (Slewinski et al.,

2010).

La hidrdlisis irreversible de la sacarosa, por las invertasas, forma hexosas, como
glucosa y fructosa; la movilizacion de estos azlcares depende de la actividad,
dependiente de energia, de trasportadores de hexosas (HXTs) (Geiger, 2020). La
coexpresion de invertasa de pared celular (CWINV) con trasportadores permite la
entrada apoplasmica de azucares que son usados para el crecimiento y desarrollo en los
organos reproductivos (Shen et al., 2019). Adicionalmente, si la sacarosa es incorporada
al interior de la célula puede ser degradada por invertasas del citosol (CINV) o la vacuola
(VINV); las funciones de éstas pueden relacionarse con crecimiento y desarrollo de frutos

(Roitsch et al., 2003) (Figura 2).

18



SE/CC

Celulosa Eallosa
Conclizlejo Callosa -r{—ll|_\|‘ Apoplasto Suc
cs?::jtlaossaa -@ sintasa
UDP-G
Suc < Suc

Fru

Plastidio
Sintesis de G1P

almidon W \ 4
ADPS Fru Glu +

@ «0- Fry *

/ k(ySuc

Glicolisis M Suc €0)- Suc
Suc

2o

Fru + Glu

Fructans
vacuola

Respiracion
itochondriz

Figura 2. Presentacion simplificada del metabolismo de azlcares en las células del tejido
demanda hacia la sintesis de celulosa, calosa y almidén. Suc puede hidrolizarse a Glc y Fru en
el apoplasto por CWINV, e incorporarse a la célula por un transportador de monosacaridos.
Alternativamente, Suc puede enviarse a la célula demandante por un transportador Suc o
ingresar a través de plasmodesmata. Dentro de la célula, Suc puede almacenarse en la vacuola
o hidrolizarse por VINV. En el citosol, Suc puede hidrolizarse por INV citosélica y producir Glc y
Fru, o escindirse por SuSy citosélica y producir Fru y UDP-G. Las hexosas pueden fosforilarse a
hexosa fosfato (hex-P), dirigirse a la sintesis de almidén en el plastido o a glucdlisis y luego a la
respiracion en la mitocondria o dirigirse a otras vias metabolicas. SuSy asociado a la membrana
plasmatica (pmSuSy) y cwSUS pueden transportar UDP-G que se utiliza en la sintesis de
celulosa para las paredes celulares y calosa para la plasmodesmata (modificado de Stein y
Granot, 2019).
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3.2.2. Invertasas en plantas

Las invertasas son enzimas con actividad B-D-fructofuranosidasas, que catalizan
la hidrdlisis irreversible de sacarosa en glucosa y fructosa (Qian et al., 2016). Las
invertasas desempefian un papel fundamental en procesos celulares, como el transporte
y la particion de carbohidratos en las plantas (Koch, 2004); ademas, ciertos azucares
participan en la sefializacion durante el estrés bidtico (Lammens et al., 2008) y abidtico,

e indirectamente en la diferenciacion celular y el desarrollo de las plantas (Sturm, 1999).

Las invertasas con actividad en pH acido, son enzimas vacuolares o de la pared
celular y estan relacionadas evolutivamente con las invertasas de levaduras y bacterias
(Sturm et al., 2002). De acuerdo con Vargas (2003), las invertasas con actividad en medio
alcalino y neutro se originaron a partir de un gen ancestral similar al de la invertasa acida,
hace unos 2 a 3.5 millones de afos. Esto respalda el origen propuesto del metabolismo
de la sacarosa basado en la aparicién de un gen ancestral similar al de la sacarosa
fosfato sintasa. Al respecto, la evidencia indica que los cloroplastos de las plantas tienen
un origen cianobacteriano y que los genes podrian transferirse del cloroplasto al genoma

nuclear (Cumino et al., 2002).

Mediante analisis bioquimicos y moleculares en plantas se han identificado
isoformas de invertasas que se clasifican segun su localizacion sub-celular: a) solubles,
presentes en vacuola o citosol, también en plastidos y mitocondrias, o b) insolubles,
unidas con enlaces glucosilados a la pared celular (Sherson et al., 2003). En general, su

papel en el metabolismo es esencial dado que regulan el balance de carbono en la planta.
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3.2.2.1. Invertasas solubles

Las invertasas solubles pueden ser acidas o alcalinas/neutras. Las primeras son
caracterizadas por su actividad en pH 6ptimo de 5.0 a 5.5. Las invertasas acidas no son
glucosiladas y se ubican principalmente en las vacuolas de las células del parénquima
de almacenaje (Welham et al., 2009) y en tejidos de crecimiento rdpido, como los cultivos
in vitro, apices de raiz y entrenudos inmaduros (Sturn, 1999). También se ha reportado
gue la actividad de las invertasas acidas se inhibe por un polipéptido de 17 kD de manera

dependiente de pH (Weil et al., 1994).

El segundo tipo de invertasas solubles, el de las alcalinas/neutras, también son
conocidas como alcalinas o citoplasméaticas muestran pH-6ptimo de pH 6.8 a 8.0.
Actualmente, la informacion sobre sus funciones fisiologicas es limitada, en parte, por su
actividad baja y se han clonado y caracterizado sus secuencias escasamente (Rende et

al., 2017).

3.2.2.2. Invertasas insolubles

Las invertasas de pared celular, o insolubles CWINV, son conocidas como
invertasas extracelulares ya que estan unidas a la pared celular, por un enlace N-
glucosidico. Las CWINV se caracterizan por el pH 6ptimo bajo (de pH 3.5 a 5.0) para su
actividad y con punto isoeléctrico alto (Ji et al., 2005). La funcidn de las CWINV es regular

la proporcion sacarosa en el apoplasto de tejidos de demanda (Liao, 2020).

Las CWINV son parte central del mecanismo que coordina la comunicacion entre
los productos de la fotosintesis y la fuerza de demanda, de tejidos de demanda, en

respuesta a la concentracion de azucares y estimulos por estrés biotico y abidtico
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(Sherson et al., 2003). Las CWINV es el tipo que se ha estudiado mas, debido a que su
actividad es alta en comparacién con la de VINV y CINV y porque impacta en la
composicion vy fisiologia de plantas. Estudios bioquimicos y moleculares indican que
CWINV controla el flujo de carbono en tejidos reproductivos, como en el 6vulo de
Arabidopsis thaliana durante su desarrollo (Liao et al., 2020), la formacion de estilos y
ovarios en flores, de tomate (Solanum lycopersicum), en desarrollo (Shen et al., 2019) y
formacion del polen en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum). Ademas, recientemente
se demostrd que CWINV participa en la acumulacién de néctar en Brassica spp, (Minami

et al., 2021).

En maiz (Zea mays) las invertasas acidas regulan las divisiones celulares del
endospermo y el embrion, especialmente durante el desarrollo temprano de la semilla
(Chen et al., 2019). En el contexto del desarrollo de estructuras reproductivas, es de vital
importancia mantener las flores, especialmente si el ambiente es adverso para las
plantas, el flujo de carbono se interrumpe y se compromete el proceso de polinizacion
(Salter y Goode, 1967), lo que, a la vez, provoca el aborto de flores por la esterilidad del

polen o bloqueo del desarrollo del ovario (McLaughlin y Boyer, 2004).

3.2.3. Respuesta de las invertasas al estrés abiotico

Estudios funcionales acerca del papel de las invertasas en condiciones de estrés
por déficit de humedad, indican que las CWINV actdan en la regulacion de fenotipos
complejos, como la calidad de los cultivos y su rendimiento. Evidencias experimentales
mostraron que la actividad de CWINV-VINV esta coordinada a la de transportadores de

hexosas (Sherson et al., 2003) y responden al estrés relacionado con ABA (Wang et al.,
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2017). Ademas, la actividad de invertasa esta relacionadas con la pérdida de la funcién

de estructuras reproductivas en cultivos en estrés abiotico.

En plantas de trigo en sequia, la esterilidad masculina durante la meiosis se
relaciona con la disminucion de la actividad de VINV (Shokat et al., 2020). Este efecto se
acompafo con la disminucién en la descarga del floema en el tejido maternal. La
evidencia en maiz indica que algunos genes, involucrados en el desarrollo del ovario,
responden a la deficiencia de agua y a los niveles de azucares (McLaughlin y Boyer,
2004). El aumento de la actividad de CWINV vy las concentraciones de hexosa
cuantificados en las hojas de las plantas CIN1, con regimenes normales de riego, podria
disminuir la conductancia estomatica durante la sequia. La invertasa extracelular LIN6
participa en la particion de asimilados en tomate (Solanum lycopersicum), en la
regulacion de las relaciones fuente-demanda, en los procesos de desarrollo y en el

suministro de carbohidratos al gametofito masculino (Roitsch et al., 1995).

Los genes de invertasa y los genes relacionados con la proteccién contra
patdbgenos son disminuidos por azUcares solubles; por lo que, la abundancia de
carbohidratos podria servir como energia metabdlica para apoyar las respuestas de
proteccion adecuadas y como una sefal de autoamplificacion, que resulta en una
retencion intensificada de carbohidratos y modulacion de la expresion génica (Proels y
Roitsch, 2009). La actividad de invertasa vacuolar durante la primera etapa de la
infeccion de ricino (Ricinus communis) por Agrobacterium tumefaciens, indica una
funcion de apoyo durante la invasion, la regulacion positiva de la actividad de CWINV es
esencial para modular la particion de azucar y proporcionar los azucares que son
necesarios para el desarrollo del patdgeno; lo anterior se ha descrito en A. thaliana
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(Siemens et al., 2011). La actividad de CWINV también se desencadena durante una
infeccion, en respuesta a la invasion del patdgeno a la planta, a la induccién de la
expresion génica relacionada con la infeccion, al depoésito de calosa y la reduccion de la

fotosintesis o la muerte celular (Tauzin y Giardina, 2014).

3.2.4. Metabolismo de almidén en tejidos fotosintéticos

El almidén es un producto de la fotosintesis en las hojas. En la mayoria de las
plantas, una gran fraccidbn del carbono asimilado durante el dia se almacena
transitoriamente en el cloroplasto como almidén para su uso durante la noche (Zeeman
et al., 2007) (Figura 3). El almidon esta formado por dos polimeros de glucosa: amilosa
y amilopectina (Smith y Zeeman, 2020), la amilosa es un polimero lineal compuesto de
cadenas de glucano, con enlaces a-1,4, con pocas ramas conectadas por enlaces
glucosidicos a-1,6. La amilopectina es mas grande que la molécula de amilosa y contiene
abundantes ramas a-1,6 que conectan las cadenas de glucano con enlaces a-1,4 y
forman un marco estructural de laminillas amorfas y cristalinas repetidas (Qu et al., 2018;

Chen et al., 2017).

La ruta de biosintesis del almidon involucra gran nimero de enzimas e isoenzimas
gue interactian en complejos multiproteinicos (Tofifio et al., 2007; Mufioz et al., 2005;
Lloyd et al., 2005). Algunas de las enzimas son ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa,
EC: 2.7.7.27), almidon sintasa (SS, EC: 2.4.1.21), almidon sintasa unido a granulos
(GBSS, EC: 2.4.1.242), enzima ramificadora de almidén (SBE, EC: 2.4.1.18), enzima

desramificante de almidon (DBE, EC: 3.2.1.196), a-amilasa (AMY, EC: 3.2.1.1), B-

24



amilasa (BAM, EC: 3.2.1.2), entre otras enzimas y factores (LOpez-Gonzalez et al., 2019)
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Figura 3. Vias de sintesis y degradacion del almidon en hojas de Arabidopsis. Los sustratos para
la sintesis de almidén derivan predominantemente de la actividad del cloroplasto, directamente
del ciclo de Calvin-Benson. También, puede importarse algo de GIc1P del citosol. La sacarosa
sintasa (SuSy) puede generar ADPGIc en el citosol (resaltado en azul), pero no se conoce algun
transportador. Por la noche, la superficie del granulo de almidén se altera por la fosforilacion,
seguida de la desfosforilacion simultanea y la hidrélisis de glucano. Los principales productos
exportados son los azlucares neutros maltosa (Mal) y glucosa (Glc). Algo de GIclP puede
generarse a través de la fosfordlisis y podria exportarse. En el citosol, la maltosa se metaboliza
a través de una reaccion de transglucosilacion a un heteroglicano intermedio citosélico. PGM:
fosfoglucomutasa; PGI: fosfoglucosa isomerasa; AGPasa: ADPglucosa pirofosforilasa; SS:
almidon sintasa; BE: enzima ramificadora; DBE: enzima desramificadora; TPT: translocador de
triosa-fosfato/fosfato; UGPasa: UDPglucosa pirofosforilasa; SPS: sacarosa-fosfato sintasa; SPP:
sacarosa fosfato fosfatasa; GWD: glucano, agua diquinasa; PWD: fosfoglucano, agua diquinasa,
SEX4 y LSF2: fosfoglucano fosfatasas; AMY: a-amilasa; BAM: b-amilasa; DPE: enzima
desproporcionadora; PHS: a-glucano fosforilasa; pGIcT: transportador de glucosa; MEX1:
transportador de maltosa; HK: hexoquinasa (modificado de Stitt y Zeeman, 2012).
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El aimidén en las hojas se almacena durante el dia y se degrada en la noche, por
lo que la luz es un factor determinante en la activacion y regulacion del metabolismo del
almidon; por lo que, las modificaciones drasticas en el ritmo circadiano como la
intensidad y calidad de la luz, afectan la tasa de acumulacion y degradacion del almidon
y la removilizacion de los productos hidroliticos del almidon y la concentracién de

carbohidratos solubles (Tofifio et al., 2007) (Figura 3).

La degradacion del almidén depende de la estructura del granulo, de la
participacion de diversas enzimas y de su asociacion con el granulo. En todos los casos
la sintesis y degradacion del almidon se llevan a cabo en los plastidios, pero ambos
procesos en cada Organo, pueden regularse de manera diferente: mientras que el
endospermo, al momento de la germinacion, puede asemejarse a una bolsa repleta de
almidon que recibe a las enzimas hidroliticas, en las células de las hojas el almidén se
degrada y provee el carbono para el mantenimiento de procesos celulares (Bernal y

Martinez-Barajas, 2006).

La caracteristica principal del almidén de reserva, que lo diferencia del almidén
transitorio sintetizado en los cloroplastos de células fotosintéticas, es que la sintesis y
degradacion ocurren en fases distintas del ciclo de vida de la semilla como el desarrollo
y la germinacion. En contraste, la sintesis y degradacion del almidén transitorio ocurren
alternadamente y dinAmicamente durante el ciclo dia/noche (Zeeman et al., 2007). En
tejidos no fotosintéticos, como las semillas de cereales, acumulan grandes cantidades
de almidodn, la fuente de carbono para la sintesis del almidén procede de la sacarosa

sintetizada en el tejido fuente e importada a los 6rganos demanda a través del sistema

26



vascular de la planta que constituye una reserva energética primordial para la

germinacion (Pfister y Zeeman , 2016).

3.2.5. Azlcares en la sefializacion y estrés

Los azucares tienen funciones diversas en la vida de las plantas: son sustancias
estructurales y de almacenamiento, sustratos respiratorios y metabolitos intermedios de
muchos procesos bioquimicos, también pueden desempefiar un papel importante en las
reacciones de proteccion de las plantas (Ciereszko, 2018). Los azlcares interactian con
hormonas, a lo que se conoce por su nombre en inglés como “crosstalk”. En esa
interacciodn la sefalizacion entre los azucares y las auxinas tienen un papel sobresaliente
en la liberacion y el crecimiento de las yemas axilares, que estadn relacionadas
directamente con el grado de ramificacién del brote y, por lo tanto, con el rendimiento del

cultivo (Bhuwaneshwar et al., 2021).

Asi, la sacarosa es un potente regulador de la morfologia y el desarrollo de
estructuras reproductivas debido a que participa en la expansion (Borisjuk et al., 2004),
sefalizacion (Ruan, 2014) e interaccion con fitohormonas (Eveland y Jackson, 2012).
Similarmente, la glucosa y la trehalosa-6-fosfato (Tre6P) pueden regular una serie de
procesos metabdlicos y del crecimiento, independientes de las funciones basales;

también pueden actuar como moléculas de sefalizacion (Ciereszko, 2018).

La sacarosa puede pasar del floema al citoplasma de las células demandantes,
via simplastica o apoplastica. Esta es una distincion relevante porque los sitios de la
interfaz de la membrana se han implicado en mecanismos especificos de deteccion de

sacarosa y hexosas. Esta es evidencia de regulacién cruzada o “crosstalk” en la
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integracion entre sefiales que responden a fitohormonas, fosfato, luz y azucares. La
compartimentacioén subcelular y la ruta de hidrdlisis de la sacarosa son relevantes para

el desarrollo, crecimiento y rendimiento de semilla (Tiessen y Padilla-Chacén, 2012).

La sefalizacion por azlUcares desempefia un papel en la regulaciéon de la
senescencia en una red compleja. EI metabolismo de los azlucares también juega un
papel trascendental en la respuesta al progreso de la abscision de los frutos; se demostré
gue los contenidos de sorbitol, glucosa, fructosa y sacarosa son menores en los frutos
en abscisién que en los frutos persistentes (Zhang et al., 2021). Otra funcién de los
azucares en la sefializacion es su participacion en la regulacion de la divisién y expansion
celular (Ruan, 2014); ademas, la sacarosa promueve la endorreduplicacion celular y

acumulacion de almidén (Wang y Ruan, 2013).

La sacarosa es un metabolito clave que participa en la sefalizacién celular y el
estado de los nutrientes; ademas, tiene funciones como osmolito, en respuesta al estrés
abidtico. La concentracién de los azUcares solubles, particularmente de sacarosa, se

alteran notablemente en los compartimentos subcelulares (Kaur et al., 2021).

La trehalosa, un disacarido no reductor con funciones celulares mdltiples, e.g.,
fuente de energia y carbono, protector del estrés y molécula sefalizadora; se ha
estudiado principalmente su papel en el desarrollo de las plantas y la respuesta al estres,
con relevancia en el estrés por déficit de humedad (Macovei et al., 2019). La trehalosa-
6-fosfato, induce una reaccion rapida al estrés nutricional durante la induccion temprana

de la abscision (Goetz et al., 2021).
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El estrés abiotico especificamente, la lesion mediada por el estrés por sequia
resulta en la reprogramacion de la distribucidn de azicar en los compartimentos celulares
y subcelulares. Durante el estrés, la homeostasis del azucar entre "fuente y demanda"
se facilita por su distribucidén espacial y su sefial que opera localmente y a distancia (Kaur

et al., 2021).

3.2.6. Genoma del frijol y la base de datos Phytozome

Arumuganathan y Earle (1991) indicaron que el tamafio del genoma del frijol (P.
vulgaris) es relativamente pequefo, con tamafo estimado de 637 Mb. Actualmente, el
genoma del frijol andino P. vulgaris G19883 se documentd, en genoma ensamblado, con
473 Mb y cerca de 27197 genes y en el caso de la linea Mesoamericana BAT93 la

enstimacion es de 549.6 Mb y 28520 genes (Vlasova, 2016).

La plataforma Phytozome es el portal de Genémica Comparativa de Plantas del
Instituto Conjunto del Genoma (JGI), del Departamento de Energia, EE.UU.; esta
plataforma brinda a sus usuarios y a la comunidad cientifica que estudia a las plantas,
informacion para acceder, visualizar y analizar genomas secuenciados de plantas en el
JGI y conjuntos de datos y genomas seleccionados que han sido secuenciados en otras
instituciones. Esa gran coleccion de genomas de plantas, en un dnico recurso que
permite realizar anotaciones y analisis integrales y uniformes, Phytozome facilita estudios

de gendmica comparativa precisos y perspicaces (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/).

Al respecto, todos los conjuntos de genes en Phytozome han sido anotados con
KOG, KEGG, ENZYME, Pathway y la familia InterPro de herramientas de analisis de

proteinas. Los grupos de ortologia y paralogia por pares inparanoides se han calculado
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en todos los proteomas de Phytozome. Las herramientas de busqueda y visualizacién
permiten a los usuarios encontrar y analizar rpidamente genes o regiones genémicas
de interés. Las instancias PhytoMine y BioMart de Phytozome proporcionan acceso a
datos basados en consultas; ademas puede accederse a conjuntos de datos masivos a
través del Genome Portal de JGI (https://www.genome.gov/). Los navegadores de

genoma JBrowse estan disponibles para todos los genomas (Goodstein et al., 2022).
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IV.  MATERIALES Y METODOS
4.1. Material vegetal

El estudio se realiz6 con el cultivar OTI de P. vulgaris. Las semillas fueron donadas
por el Programa de Semillas del Posgrado de Recursos Genéticos y Productividad, del
Colegio de Postgraduados. Este cv., con habito de crecimiento tipo | (determinado) y
ciclo de 110 a 130 dias, es susceptible a sequias; se selecciono para el cultivo en los
Valles Altos Centrales de México y su rendimiento es de 2.75 toneladas ha™! (Estrada et

al., 2004).
4.2. Disefio experimental

El estudio se realizé en invernadero tipo tdnel, en el Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México (19° 27'40" N, 98° 54' 19" O vy altitud
aproximada de 2253 m), de abril a octubre de 2020. La temperatura promedio minima y
maxima fue 7.5 °C y 40.2 °C. Las plantas se distribuyeron en un disefio experimental
completamente al azar de dos tratamientos (riego, 100% de capacidad de campo, CC y
restriccion de humedad, 50% CC) con diez repeticiones por tratamiento y una planta por
maceta como unidad experimental. Las plantas se cultivaron en macetas de plastico con
4 kg de suelo agricola (migajon limoso), con capacidad de campo (CC) de 37 % y punto
de marchitez permanente (PMP) de 19 % (Cuadro 1). Las cuales se mantuvieron en riego

con solucién nutritiva Steiner (Steiner, 1961).

Una vez que las plantas alcanzaron la etapa R8, o llenado de semillas, se
formaron dos grupos. Uno se mantuvo con niveles de humedad equivalente a 100 % CC,

al otro se le redujo el riego, en cantidades que mantuvieron el suelo con 50 % de CC
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durante 10 dias. La pérdida de humedad en el sustrato se determind por gravimetria
diariamente, a las 8:30 am y a cada maceta se adicion¢ la cantidad de agua necesaria
para mantener el nivel de humedad respectiva de cada tratamiento. Los muestreos
diurnos-nocturnos se realizaron 10 dias después de formar los grupos de plantas con los
dos tratamientos e incluyeron cosecha al atardecer (6:00 p. m.), medianoche (12:00 a.

m.), amanecer (6:00 a. m.) y mediodia (12:00 p. m.) (Figura 4).

Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo agricola de la regién de Texcoco. Estado
de México

TEXTURA CC PMP

Arenas Limos Arcilla Clasificacién textural Humedad Humedad

(%) (%) (%) (%) (%)

23 52 25 MIGAJON LIMOSO 37 19

Andlisis realizado en el Laboratorio de Fisica de Suelos del Posgrado en
Edafologia del Colegio de Posgraduados, Campus Montecillos. Métodos: Textura:

Bouyoucos.

4.3. Etiquetado de flores

El total de las flores de cada planta se marcé individualmente, desde R6 hasta el
final del periodo de floracion e inicio de llenado de semilla o R8 (CIAT, 1985). Con la
finalidad de identificar las flores que originarian vainas, se registro la fecha de antesis y

se dio seguimiento a las flores que formaron frutos en racimos, con 26 a 29 DDA.
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Figura 4. Representacion de los estados fenoldgicos del frijol (Phaseolus vulgaris L.), ajustada
al cv. OTI. VF: estado vegetativo; R: estado reproductivo. Dos grupos de plantas en R8, con riego
suficiente para mantenerlos con 100 % de capacidad de campo (CC) 0 50 % CC durante 10 dias.
Las vainas en racimos se muestrearon al atardecer (6:00 p.m.), medianoche (12:00 a.m.),
amanecer (6:00 a.m.) y mediodia (12:00 p.m.).

4.4. Fenotipaje en imagenes RGB

Antes de cosechar las vainas para evaluarlas, el andlisis de fenotipaje se realizo,
con la plataforma semiautomatica Scanalyzer PL (LemnaTec GmbH®, Aachem,
Alemania), en las plantas, con ambos niveles de humedad. Para ello, cada planta se
fotografio frontalmente en el espectro visible en rojo, verde y azul (RGB) (400-700 nm)
con la camara digital (Baster AG®, Ahresburg Alemania, (1628 x 1236 pixeles)). Los
resultados se obtuvieron a partir de 40 imagenes, mediante el Software LemnaGrid; asi,
se determind el porcentaje de senescencia foliar, calificada a partir de la segmentacion
de color con clasificacion: saludable (verde), senescente (amarillo) y necrético (marrén)

(Padilla-Chacén, 2019; Neumann et al., 2015; Rajendran et al., 2009).
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4.5. Anatomia del pericarpio

Fragmentos de pericarpios, de aproximadamente medio centimetro, se fijaron,
individualmente, en solucion Formol: acido acético: etanol (FAA, 50:5:10) durante 4 dias.
Después se mantuvieron en agua por 24 horas y en etilendiamina por otras 24 horas. En
seguida, los tejidos se deshidrataron en un gradiente de concentracion de alcohol etilico
(30%, 50% y 70%), después de 16 horas, 12 horas y 48 horas, respectivamente. Después
de esta deshidratacion, se realizé otra en alcohol butilico al 10 % y al 100 %, en un
cambiador automatico Leica® (TP1020), por 24 horas. Al final se hicieron dos
inmersiones en Paraplast® (55-60 °C), al 100 %. Las fracciones de tejido en parafina,
orientados para un corte transversal, solidificaron a temperatura ambiente en soportes
de madera. Los cortes de los tejidos en los bloques de parafina se hicieron con micrétomo
rotatorio Leica® (RM2125RT), de cada muestra se obtuvieron ocho cortes, de 12 ym de
grosor y se colocaron en portaobjetos. Los cortes se desparafinaron, se tifieron con la
mezcla de safranina-verde rapido y se incluyeron en resina sintética (Ruzin, 1999) Los

cortes se observaron con un microscopio Olympus BX51.

4.6. Producciéon de biomasa

Durante los muestreos se contabilizaron las vainas con edad de 26 a 29 DDA, con
una o mas semillas desarrollada. Los racimos cosechados se introdujeron en bolsas de
papel y se deshidrataron en una estufa con circulacion forzada de aire (Blue M, EUA®),
por 72 h a 80 °C; después, se contabilizaron y pesaron las semillas del total de vainas

cosechadas.
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4.7. Concentracion de azucares solubles y almidén

La concentracion de glucosa, fructosa, sacarosa y almidon se cuantifico, con el
método descrito por Bernal et al., (2006), en los pericarpios. Cincuenta mg de materia
seca triturada se colocaron en tubos tipo eppendorf, de 1.5 mL, se resuspendieron en
500 pL de etanol 80 % en agua (v:v), se mantuvieron a 80 °C por una hora y se
centrifugaron a 13,000 g. El sobrenadante se recuper6 y la pastilla se mantuvo en

refrigeraciéon para evaluar almidén.

4.7.1. AzUcares solubles

Cinco pL del sobrenadante del extracto etandlico se mezclaron con 200 uL de la
mezcla; HEPES (pH 8.0), KCI 50 mM, ATP 1 mM, MgCI2 3 mM, NAD* 0.3 mM y 1U de
hexokinasa (EC 2.7.1.1.). Las muestras se colocaron en micromicroplacas de 96 pocitos
para la primera lectura de la absorbancia a 340 nm (absorbancia basal), con el lector de
microplaca (Multiskan FC microplate photometer, Thermo Scientific®). Después se
agreg6 1U de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) por extracto, se mantuvo
a 35 °C por 40 min y se obtuvo la segunda lectura de la absorbancia a 340 nm en el
Multiskan. Después se adiciond 1U de fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9) a cada
muestra, la placa con las muestras se mantuvo a 35 °C por 40 min y se obtuvo la tercera
lectura en el Multiskan. Enseguida se adicioné 1U de invertasa (EC 3.2.1.26) a cada
muestra, permanecieron a 35 °C por 40 min y se obtuvo la cuarta absorbancia. Las
concentraciones de los azucares se calcularon con la ecuacion del ajuste lineal de las
curvas obtenidas con soluciones de glucosa 5 mM, fructosa 5 mM y sacarosa 5 mM. En

esta secuencia de reacciones, los azucares estan estequiometricamente transformados
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a glucosa 6-fosfato (G6PH) y después a 6-fosfogluconato, por cada mol de hexosa
transformada a 6-fosfogluconato se produce 1 mol de NADH. Para el calculo de sacarosa
se considera que dos moles de NADH son producidos por cada mol de azucar (Bernal et

al., 2006).

4.7.2. Almidén

A las pastillas, residuo de la extraccion de azucares, se les agreg6 1 mL de dimetil
sulfoxido, se agitaron en vortex y se mantuvieron en ebullicion por 30 min. Un duplicado
de 100 pL se separd de cada muestra, a una de esas dos muestras se le afiadieron 450
ML del amortiguador de acetato de sodio 100 mM (pH 4.5), a la otra se le afiadieron 450
ML de la mezcla: amortiguador de acetato de sodio 100 mM (pH 4.5), 1U a-amilasa
(Sigma Aldrich®), 10U B-glucosidasa (Sigma-Aldrich®) (Silva et al., 2017). Las muestras
se mantuvieron una noche a 55 °C. Después las muestras se centrifugaron a 7,000 g por
10 min. Diez pL del sobrenadante se colocaron en pocitos de una microplaca (Multiskan
FC microplate photometer, Thermo Scientific®) con 200 uL de la mezcla de reaccidn
descrita antes y 1U de hexoquinasa, se obtuvo la primera lectura de absorbancia a 340
nm en el Multiskan FC microplate photometer (Thermo Scientific®) y después se agrego
1U de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, la mezcla se mantuvo a 35 °C por 35 min y se
obtuvo la segunda lectura de la absorbancia. Con estos valores se calcul6 la cantidad de
glucosa que corresponde a la degradacion del almidon de las muestras. En este caso un
mol de hexosa transformada a 6-fosfogluconato produce 1 mol de NADPH (Boehlein et

al., 2018).
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4.8. Actividad de invertasas solubles e insolubles

La actividad de invertasa se midié en los pericarpios de las vainas en racimo, con
frutos largos y cortos, cosechados en el ciclo diurno-nocturno de ambos tratamientos. El
tejido deshidratado (72 h a 80 °C), se trituré en mortero. Cincuenta mg de cada muestra
se colocaron en tubos eppendorf, de 1.5 mL, se resuspendieron en 1000 pyL de
amortiguador de extraccion (HEPES KOH pH 8.0-50 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 2 mM,
MnCl, 1 mM, CaCl, 1 mM, DTT 1 mM y PMSF 0.1 mM), se agitdé vigorosamente en
vortex, se mantuvo a 37 °C por 30 min, se centrifugé a 8,000 g y se separ6 el
sobrenadante; en él se cuantifico la actividad enzimatica de las invertasas solubles CINV

y VINV y en la fraccion sélida se cuantifico la actividad de invertasa insoluble CWINV.

La actividad de invertasa vacuolar se cuantificé en 50 yL del sobrenadante, 100
ML de amortiguador de reaccién de invertasa vacuolar (Na,HPO, 0.2 M y acido citrico 0.1
M, pH 5.5) y 100 pL de sacarosa 0.5 M. Simultaneamente, la actividad de la Invertasa
citosélica se cuantificé en 50 pL del sobrenadante mezclado con 100 uL de amortiguador
de reaccién de invertasa citosélica (Na,HPO, 0.2 M y acido citrico 0.1 M, pH 7.0) y 100
ML de sacarosa 0.5 M. Las muestras se mantuvieron 30 min a 37 °C, la reaccién se

detuvo con calentamiento de las muestras a 95 °C por 10 min.

El residuo insoluble (pastilla) se utilizO para medir la actividad de Invertasa
insoluble CWINV. La pastilla se lavé dos veces con 500 pL de amortiguador de
extraccion, los sobrenadantes se eliminaron y al residuo se agregaron 500 pL de
amortiguador de reaccion de invertasa de pared celular (Na,HPO, 0.2 M y &cido citrico

0.1 M, pH 5.0), se agitd vigorosamente en vortex, se mantuvo 30 min a 37 °C y se
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centrifugd a 13,000 g por 20 min. A 50 pL del sobrenadante se agregaron 100 uL de
amortiguador de reaccion de CWINV, del sobrenadante y 100 uL de 0.5 M sacarosa. Las
muestras se mantuvieron a 37 °C por 30 min y posteriormente la reaccidén se detuvo con

calor (95 °C) por 10 min (Vargas-Ortiz et al., 2013).

El grupo testigo (blancos) de actividad de las invertasas (CINV, VINV y CWINV)
se obtuvo de los extractos calentados a 95 °C por 10 min y sustitucion de la solucion de
sacarosa por agua. La actividad enzimatica se determiné con el protocolo experimental
descrito antes, para cuantificar azGcares solubles (apartado 5.7.1), cuantificando la
glucosa producto de la degradacién de sacarosa, por minuto, por mg de tejido seco de

acuerdo a Bernal et al. (2006).

4.9. Identificacion de secuencias de invertasas de pared celular

La secuencia de las invertasas CWINV se identifico de secuencias de invertasas
CWINV incluidas en el genoma de frijol (P. vulgaris) del sitio de secuencias Phytozome
v13.1 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Pvulgaris_v2_1) (Goodstein et al., 2012) y
la informacion bibliografica, de IDs, de genes de invertasas reportados actualmente
(10/03/2022). La busqueda de secuencias se realizo en las proteinas, con umbral del 78
% de similitud, con invertasas de pared celular, pertenecientes a familias de genes de
especies de Zea mays L. (8 IDs, Juarez-Colunga et al., 2018), Oryza sativa L. (9 IDs,
Zhang et al., 2021), Brachypodium distachyon (8 IDs, Li et al., 2012), Arabidopsis thaliana
L. (6 IDs, Qi , et al.,, 2007), Carica papaya (2 IDs, Zhou y Paull, 2001) y Populus

trichocarpa (5 IDs, Chen et al., 2015) (Cuadro 2) y de acuerdo con los porcentajes de
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similitud se seleccionaron las familias de genes de Arabidopsis thaliana y Populus

trichocarpa (Cuadro 3).

4.10. Disefio de oligonucleotidos

La plataforma IDT integrated DNA technologies

(https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index) se utilizO para seleccionar los

oligonucledtidos que amplificarian los genes seleccionados. Las secuencias de las
isoformas seleccionadas para el disefio de los oligonucleétidos obtenidas en la
plataforma de Phytozome v13 se pegaron en el apartado PrimerQuest Tool. Las
principales caracteristicas de los oligonucleotidos fueron: tamafio del oligonucleétido, 18
a 23 b, porcentaje de G y C, entre 40 y 60 %, diferencia entre temperaturas de los
oligonucleétidos menor a 2 °C, la temperatura de los oligonucleétidos, entre 60 y 65 °C

y el tamafio del amplicon, entre 80 y 150.

La plataforma de NCBI Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/) se utiliz6 para evaluar la especificidad de los oligonucleétidos. Las secuencias de
los oligonucleétidos identificadas (Cuadro 4) se sintetizaron en T40LIGO

(https://t4oligo.com/oligohomel/).

4.11. Analisis bioinformatico y filogenético

El andlisis filogenético se realizé con las secuencias de aminoacidos de los genes
CWINV del frijol y con secuencias identificadas con la base de datos NCBI GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), pertenecientes a 13 secuencias de dicotiledoneas, 25 de
monocotiledéneas y una secuencia de bacteria (Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168;

descripcion tomada de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/938745) como grupo externo.
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Para obtener caracteristicas de las secuencias de proteinas identificadas, las
secuencias de aminoacidos fueron analizadas con el programa PlantCAZyme
(https://bcb.unl.edu/plantcazyme/family.php?species=phvu). Esto permitio identificar en
bases de datos basadas en dbCAN (base de datos para la anotacion automatizada de
enzimas activas de carbohidratos), secuencias precalculadas, datos de anotacién de
enzimas activas de carbohidratos (CAZymes, http://www.cazy.org/Home.html) (Ekstrom
et al.,, 2014), el peso molecular (PM) y el punto isoeléctrico (pl) con el programa

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2005) (Cuadro 5).

Las secuencias fueron alineadas wusando el programa Clustal X
(http://www.clustal.org/), version 1.83, empleando los parametros por “default”’ y ajuste
por inspeccién visual. La reconstruccion filogenética de las secuencias de aminoacidos
de CWINV se llevo a cabo mediante maxima verosimilitud (ML), con MEGA X con 1000
réplicas de arranque. El modelo de evolucién fue seleccionado bajo el criterio de Akaike,

con el programa MEGA X (Kumar et al., 2018).

4.12. Extraccion de RNA

El RNA total se extrajo utilizando el reactivo disociador TriZol® (Invitrogen) con
base en el método de Chomczynski y Sacchi (1987) mas algunas modificaciones que
consistieron en agregar polivinilpirrolidona 40 (PVP40) y realizar una serie de
purificaciones y lavados. Brevemente, 50 mg de vainas se pulverizaron con nitrogeno
liquido mas cinco mg de PVP40. Enseguida, el tejido se transfirid a un microtubo tipo
Eppendorf de 2 mL al cual se agregaron 1.5 mL de TriZol, se mezclé por inversion y se

dejo incubar durante 5 min a temperatura ambiente (TA). El lisado se pre-purificO con
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150 uL de cloroformo, se mezcld por inversion y se dejo incubar por 3 min a TA.
Enseguida se centrifugé a 12,000 g por 15 min a 4 °C para formar las tres fases y
recuperar el sobrenadante en otro tubo de 2.0 mL, purificarlo con 1 mL de fenol, mezclarlo
por inversion y luego centrifugarlo a 12,000 g por 15 min a 4 °C. El nuevo sobrenadante
se recuperd ahora en un tubo de 1.5 mL y se purificO nuevamente con 150 uL de

cloroformo para volver a centrifugar a 12,000 g por 15 min a 4 °C.

El ARN se precipitd con isopropanol y una purificacion final se hizo con 1 mL de
fenol. Se mezcl6 por inversién, se centrifugd a 10,000 g por 15 min a 4 °C y se recupero
el sobrenadante en un tubo de 1.5 mL. EI ARN se volvié a precipitar con 1 mL de cloruro
de litio 8 M, se mezclé con vortex y enseguida se centrifugd a 10,000 g por 15 min a 4
°C. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y la pastilla se lavd tres veces, la
primera con cloruro de litio 2 M y los dos restantes con etanol 70 % centrifugando entre
lavados a 10,000 g por 15 min a 4 °C. Finalmente, la pastilla de ARN se secdé y se disolvid
en 50 uL agua destilada tratada con dietil priocarbonato 1 %. La integridad del ARN se
evalué bajo condiciones desnaturalizantes en gel de agarosa 1.2 % segun Sambrook et
al. (1989). La concentracion se determin6 mediante absorbancia, utilizando el
espectrofotometro Nanodrop ND2000 (Thermo Scientific®) y un factor de correccion de
40. Los RNAs con valores de 2.0 para las relaciones 260/280 y 260/230 se eligieron para

el andlisis de expresion subsecuente.

4.13. PCR en tiempo real

La determinacion de los niveles de transcrito de los genes PVINVCW3 vy

PVINVCW4 se realizé en el LANGEBIO (Laboratorio Nacional de Gendmica para la
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Biodiversidad), CINVESTAV-Irapuato (Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados)
a partir del ARN total que se aisl6 de los racimos de vainas (pericarpios largos y cortos)

recolectados en el periodo diurno (12 h) utilizando el protocolo de TriZol® antes descrito.

El cDNA se sintetiz6 a partir de 20 ug de RNA total usando la transcriptasa reversa
SuperScript™ Il (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y oligo(dT)
como estrategia de priming. Se ensayaron cinco repeticiones bioldgicas y tres
repeticiones técnicas. Las reacciones de amplificacion de los genes consistieron en 20
ng de cDNA, 1x SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y oligonucle6tidos
forward y reverse a 500 nM disefio especifico a PVINVCW3 y PVINVCW4 segun el
Cuadro 4. El sistema de deteccién de RT-PCR en tiempo real fue ABI PRISM 7500
(Applied Biosystems) con condiciones de ciclaje térmico como siguen: un ciclo a 95 °C

por 10 min, 40 ciclos a 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 sy 72 °C por 40 s.

La abundancia relativa de transcritos se calculé y normalizé con respecto al gen
de actina de Phaseolus vulgaris para exhibir los cambios en los niveles de expresion de
PVINVCW3 y PVINVCW4. Los datos se analizaron con base en los valores medios
obtenidos de al menos tres reacciones de amplificacion independientes y su error
estandar. Se utilizé el método de cuantificacién relativa 2724¢t con una confianza de
cuantificacion relativa (RQ) establecida en 95 %. La eficiencia de amplificacion (97.47 %
a 100.02 %) para los conjuntos de oligonucledtidos se determinG mediante la
amplificacion de una serie de diluciones de cDNA (1:5). La especificidad de los productos
de la g-PCR se determindé mediante el andlisis de la curva de fusion con la adquisicion

continua de datos de fluorescencia durante la fusién de 65 a 95 °C.
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4.14. Analisis estadistico

Los datos provenientes de los tratamientos se analizaron mediante ANDEVA (en
Excel) y prueba t de Student, P < 0.05 (en InfoStat, versibn 2020e) con cuatro

repeticiones por tratamiento.
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V. RESULTADOS

5.1. Pérdida de humedad en el sustrato

Los registros de pesos diarios de las macetas indicaron que la pérdida de
humedad evaporada en 24 horas fue equivalente a 0.43 mL de agua g* de suelo, para
el tratamiento de 100 % CC y entre 0.15 y 0.22 mL de agua g de suelo, para el
tratamiento de 50 % CC. En las plantas de este ultimo tratamiento, la humedad fue
decreciendo gradualmente hasta el dia 4 y posteriormente mantuvieron 10 dias algunas

fluctuaciones (Figura 5).
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Figura 5. Pérdida de humedad diaria en suelo agricola con plantas de frijol cv. OTI en etapa R8.
El peso de las macetas se registré diariamente a las 8:30 am y se afiadié el volumen de agua
necesaria para mantener el nivel de 100 % de capacidad de campo (CC; cuadros azules) o 50%
CC (cuadros rojos). Cada valor representa la media + SE de cuatro réplicas. La flecha color negro
indica los dias que las plantas estuvieron en restriccion de humedad. Las lineas punteadas
indican el contenido de agua en los niveles 100 % CC y 50 % CC.
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5.2. Determinacion no destructiva del fenotipo con imagenes en RGB

Con el propésito de evaluar el nivel de estrés en las plantas de ambos
tratamientos, el total de las plantas fueron evaluadas con imagenes frontales en RGB
(Figura 6A). Los resultados mostraron que el fenotipo del tratamiento 100 % CC no
presentd sintomas de senescencia ya que mantuvo 100 % el color verde. En contraste,
las plantas del tratamiento 50 % CC mostraron sintomas de senescencia severos en el
total de las hojas e incluso con necrosis en algunas regiones en el periodo de los 10 dias

(Figura 6A).

Sin embargo, las plantas estresadas mostraron alta variabilidad en el color; de
acuerdo con los resultados del programa LemnaGrid, la variabilidad representé entre 40
y 70 % de color verde, 5 a 20 % de color amarillo y de 15 a 38 % de color marrén (Figura
6B). Las imagenes indicaron que la variabilidad en los resultados del tratamiento 50 %
CC se debe al incremento gradual de la senescencia del follaje que propicié la exposicion
de los frutos en las imagenes (Figura 6B). Estos resultados permiten sugerir que los
frutos del cv. OTI contienen clorofila y probablemente son fotosintéticamente activos

incluso cuando el follaje acelera la senescencia por déficit de humedad.
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Figura 6. (A). Im4genes en RGB de plantas de frijol cv. OTI en suelo con 100% CC y 50% CC
durante 10d analizadas por segmentacién de color. Las imagenes fueron obtenidas con
Scanalyzer PL y analizadas por el Software LemnaGrid. Se muestra la separacion del primer
plano y el fondo en la imagen (A-B I-1l), que resulta en una imagen binaria (A-B 1l). Los objetos
se separan segun la clasificacion de color (A 1V, B IV). B. Gréficos con el porcentaje de
color en verde (saludable), amarillo (senescencia) y marrén necrético). n =5
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5.3. Anatomia de los pericarpios de plantas en suelo con 100 % y 50 % CC

Los resultados del andlisis anatomico en los racimos con vainas largas y cortas
revelaron que no hubo diferencias en la estructura celular entre las vainas largas y cortas
y entre los tratamientos (Figura 7). La pared de la vaina se clasifica en tres capas de
células funcionales, el exocarpio, el mesocarpio y el endocarpio. Las imdgenes muestran
que el exocarpio (formado por células epidérmicas cutinizadas y células estométicas
(Belmont et al., 2022; Reeve y Brown, 1968)) fueron similares en los tratamientos y entre
los tamafos de vaina (Figura 7A-D), de manera similar en el mesocarpio (compuesto por
capas de células clorenquimaticas ricas en cloroplastos (Belmont et al., 2022)). Los
granulos de almidon en el parénquima externo fueron abundantes y pequefios; se
localizados principalmente en el mesocarpio (Figura 7E-H). en cuanto al endocarpio
consta de un numero reducido de cloroplastos (Belmont et al., 2022). En la epidermis de
las vainas, independientemente del tamafio de la vaina y del tratamiento del que
formaron parte, presentaron camaras estomaticas. Este resultado permite sugerir que
los frutos se mantienen metabdlicamente activos incluso cuando las hojas se encuentran

en su totalidad senescentes (Figura 71-L).
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100 % CC 50 % CC

Figura 7. Analisis morfol6gico de pericarpios de vainas (largas y cortas) desarrolladas en plantas con suelo en 100 % de capacidad
de campo (CC) y 50 % CC durante 10 dias. A-D: corte transversal de los pericarpios en (10X). E-H: granulos de almidén acumulados
en plastidos (amiloplastos) ubicados en la parte interna del parénquima externo (40X). I-L: seccion de la hipodermis con la camara
subestomatal (40X). e: epidermis. h: hipodermis. pe: parénquima externo. pi: parénquima interno. hv: haces vasculares. es:

esclerénquima. ce: camara estomatica. a: almidén y x: xilema.|
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5.4. Produccién de frutos y peso de semillas

Las imagenes de los frutos en racimo no mostraron diferencias en el color o la
apariencia general, independientemente de su desarrollo en las plantas con 50 % o 100
% CC. En todos los racimos de ambos tratamientos se desarroll6 una vaina larga y corta
con diferente nimero de semillas por vaina (Figura 8A). El nUmero de racimos por planta
disminuyo6 entre 15 y 20 % por efecto de la restriccion de humedad (Figura 8B). La
cuantificacion de semillas mostré que la disminucién del nimero de semillas entre frutos

largos y cortos de ambos tratamientos no fue significativa.

En promedio, las vainas largas por planta del tratamiento 100 % CC produjeron
154 semillas; este valor disminuy6é de manera no significativa a 124 semillas por planta
con restriccion de humedad. En contraste, en los frutos cortos de las plantas del
tratamiento 100 % CC acumularon, en promedio, 57 semillas por planta y las de las
plantas con restriccion de humedad acumularon 49 semillas por planta y las diferencias
tampoco fueron significativas (Figura 8C). Estos resultados indican que la pérdida de la
capacidad fotosintética de las hojas en la etapa de llenado de vaina, por efecto del estrés
por falta de agua, las semillas continuaron desarrollandose y la alteracion de la relacion

fuente: demanda no fue significativa.
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Figura 8. A. Racimos de vainas (frutos largos y cortos) de frijol cv. OTI, de plantas mantenidas
con 100 % de capacidad de campo (CC) en etapa R8 o con 50 % CC durante 10 dias; B. Racimos
producidos (+ EE) por planta en ambos tratamientos, n = 10; C. Peso de las semillas en las vainas
largas y cortas de ambos tratamientos. Cada valor representa la media + EE de cuatro réplicas
(plantas).
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5.5. Variacion diaria de los niveles de azucares solubles y almidén en las

valvas

Las diferencias de la concentracion de glucosa en las valvas de frutos largos de
las plantas de ambos tratamientos no fueron significativas (en promedio 10 pmol g* de
tejido seco, TS) en el ciclo diurno-nocturno (Figura 9AB). En los pericarpios de los frutos
cortos, de las plantas sin restriccion de humedad la concentracion de glucosa fue
significativamente mayor al amanecer y a medio dia; en contraste, con la restriccion de
humedad la concentracion del monosacéarido en las valvas de los frutos cortos se
mantuvo sin diferencias en el ciclo diurno-nocturno. Ademas, en promedio las
concentraciones de glucosa fueron mayores que en las valvas de los frutos cortos

respecto a las de los frutos largos (25 a 35 umol g* de TS) (Figura 9 AB).

Los niveles de fructosa en pericarpios largos y cortos de plantas sin restriccion de
humedad, en promedio, fueron dos veces mayores que los de glucosa (Figura 9C). La
concentracion de fructosa en las valvas largas y cortas del tratamiento sin restriccion de
humedad se modificé significativamente en el ciclo diurno-nocturno; en el primer caso
fue significativamente menor a media noche y en las valvas cortas los valores menores
se presentaron del atardecer a media noche (Figura 9C). Estos valores fueron incluso
mayores a 100 umol g al amanecer y a media noche. Las concentraciones de fructosa
en las valvas largas y cortas de las plantas con restriccion de humedad permanecieron

estables y disminuidos (menores a 50 pumol g?1) en el ciclo diurno-nocturno (Figura 9D).

La concentracion promedio de sacarosa de las valvas largas de ambos

tratamientos fue mayor respecto a las cortas (Figura 9EF). Ademas, la concentracion del
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disacérido vario significativamente en el ciclo diurno-nocturno en los pericarpios del
tratamiento con 100 % CC, con los valores significativamente menores al atardecer y a
media noche y cerca del doble al amanecer y a medio dia. Sin embargo, estas valvas
presentaron las concentraciones menores de sacarosa en el ciclo completo comparados
con los de las valvas largas de ambos tratamientos y las cortas del tratamiento 50 % CC
(Figura 9EF). La concentracion de almidén en las valvas no cambio significativamente
en ambos tamafios de ambos tratamientos. En general, la concentracion menor del
polisacarido se present6 al atardecer y tendio a incrementar de media noche a medio dia

(Figura 9GH).
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Figura 9. Concentracién de glucosa, fructosa, sacarosa y almidon + EE en pericarpios de vainas
(largas (triangulo) y cortas (circulo)) de racimos de plantas con 100 % de capacidad de campo
(CC) (A, C,Ey G) y50% de CC (B, D, Fy G) durante 10 dias. Los racimos de las vainas se
muestrearon al atardecer (18:00 h), medianoche (24:00 h), amanecer (6:00 h) y mediodia (12:00
h). Cada valor representa la media + EE de cuatro réplicas. Mismas letras sobre los cuadros
indican similitud entre los tratamientos. (Prueba t de Student, P < 0.05). n = 4.
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5.6. Actividad enzimatica de invertasas

Con el propdésito de determinar si los cambios en glucosa y fructosa en las valvas
estan relacionados con el metabolismo de sacarosa se determing la actividad enzimatica
de invertasa de la pared celular (CWINV), citosolica (CINV) y vacuolar (VINV) en esos
tejidos de los frutos largos y cortos de ambos tratamientos (Figura 10). Los resultados
mostraron que la actividad enzimatica de invertasa CWINV en las valvas largas y cortas
del tratamiento sin restriccion de humedad aumentoé significativamente en el periodo
nocturno, es decir a media noche y al amanecer; aunque en las valvas cortas, la actividad
permanecio alta hasta el mediodia. La actividad superé los 0.6 pmol sac g* PF min, en
las valvas de este tratamiento (100 % CC) y en las valvas largas la actividad de CWINV

fue menor a 0.5 pmol sac g** PF min-! (Figura 10AB).

En general, la actividad de invertasa citosoélica (Figura 10CD) y vacuolar (Figura
10EF), fueron inferiores a la actividad de invertasa de pared celular. La actividad CINV
en el ciclo diurno-nocturno se mantuvo sin cambios significativos en las valvas de ambos
tamafos y de ambos tratamientos. Ademas, en promedio las actividades de CINV fueron
alrededor de la mitad de la actividad promedio de CWINV. La actividad de la invertasa
vacuolar incrementé significativamente a medio dia, respecto al resto del ciclo diurno-
nocturno Unicamente en las valvas largas del tratamiento sin restriccion de humedad
(Figura 10E): en el resto de valvas esta actividad VINV se mantuvo sin cambios
significativos el ciclo. El valor promedio de la actividad invertasa vacuolar VINV fue

intermedio entre los de las invertasas de pared celular y la citosdlica (Figura 10).

54



_ )
5 < 100 % CC 50 % CC
E & "TaLagao L0
3£ arga OCorta A Larga Corta B
O 2 084 0.8
3 ° a %a % &
Q a
E 0.6 a 0.6 a a
S a
s § - Kp &b a b
@S 0.4 Ab &b 0.4 b
5 % E
=.0.2+ 0.2
E 3
0.0 T T T T 0.0 | | | I
1 2 3 4 1 2 3 4
10 1.0
S E C D
S & 0.8 0.8
[72] ‘Tc,)
9 g’ 0.6 0.6
= g
v s
E § 044 0.4
5 g:oz— a %a 0.2 a a
= B A2 a §a @b a
£ < g0 2 - 0.0 g a _ 2
FC 1.0 LU
E‘ = E F
= & 084 0.8
§ go.ﬁ— 0.6
= 9
g 204— 0.4
8 = a
E goz— a a a a 0.2 2 Z a
>
= a da
5 < 0.0 b T : . 0.0 : . . AD
- Q b ] . [eF] b G
g < Y - o < g <
) I v o ) 8 v
o c = - o e < .8
8 s & 9 T « = d
- o - —
© k= < > © 5 < >
> >

Figura 10. Actividades de invertasas de pared, citosélica y vacuolar en pericarpios de vainas
(largas (triangulo) y cortas (circulo)) de racimos de plantas con 100 % de capacidad de campo
(CC) (A, CyD)y50%de CC (B, Dy F) durante 10 dias. Los racimos de las vainas se muestrearon
al atardecer (18:00 h), medianoche (24:00 h), amanecer (6:00 h) y mediodia (12:00 h). Cada
valor representa la media +EE de cuatro réplicas. Mismas letras sobre las barras indican similitud
entre los tratamientos, (Prueba t de Student, P < 0.05). n = 4.
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5.7. Identificacion de secuencias de genes de invertasas de pared celular en

el genoma de P. vulgaris

Con el propésito de identificar genes en el genoma de frijol que codifican a
invertasas de pared celular; se descargo la secuencia del genoma de P. vulgaris, del sitio
Phytozome V.13 y se compard con las secuencias reportadas de esas invertasas de
otras especies (Cuadro 2). El analisis mostro seis posibles secuencias de genes que
codifican a invertasas con ID Phvul.003G217900.1, Phvul.010G137900.1,
Phvul.007G227200.2, Phvul.001G036700.1, Phvul.001G191600.2 y
Phvul.005G158500.1, a éstas se les asignd la nomenclatura: PVINCW1, PVINCW2,
PVINCW3, PVINCW4, PVINCWS5 y PVINCWG6 respectivamente. Con la base de datos de
Phytozome se obtuvieron las secuencias de aminoacidos correspondientes a esos
genes; lo que permitié determinar que la similitud de las secuencias homadlogas esta en

el umbral de similitud minima del 78 % (Cuadro 3).

Adicionalmente, las secuencias se analizaron con el programa PlantCAZyme, que
permiti6 determinar caracteristicas quimicas que se muestran en el Cuadro 4. Los
resultados confirmaron que las seis secuencias pertenecen a la familia de proteinas
glucosil hidrolasas GH32, con longitud del marco de lectura abierto (ORF) de 1524-1926
pb, 575-652 aminoéacidos y prediccion de sefial péptido con localizacion en el cloroplasto

y puntos isoeléctricos (pl) que varian en el intervalo de pl 5.05 y pl 9.47(Cuadro 4).
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Cuadro 2. ID de invertasas de plantas vasculares

Especie

ID del gen

Arabidopsis thaliana

Brachypodium distachyon

Populus trichocarpa

AT1G62660.1
AT1G12240.1
AT5G11920.1
AT2G36190.1
AT3G52600.1
AT3G13790.1
AT1G62660.1
AT1G12240.1

Bradi1g09500.1
Bradi5g09430.1
Bradi5g09420.1
Bradi3g44990.1
Bradi2g61830.1
Bradi3g46600.1
Bradi4g07847.1
Bradi5g25270.1

Potri.016G077400.1
Potri.016G077500.1
Potri.006G210600.1
Potri.006G227500.1
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Especie ID del gen

LOC_0s03g52560.1
LOC_0s04¢g33720.1
LOC_0s04g33740.1
LOC_0s02¢g33110.1
Oryza sativa LOC_0s01g73580.1
LOC_0s04¢g56930.1
LOC_0s04¢g56920.1
LOC_0s09g08120.1
LOC 0s09g08072.1

GRMZM2G139300_T01
GRMZM2G119689_T01
GRMZM2G123633_T01
Zea mays L GRMZM2G119941_T01
GRMZM2G095725_T01
GRMZM2G018692_T01
GRMZM2G018716_T01
GRMZM2G174249 T01

_ evm.TU.supercontig_249.5
Carica papaya )
evm.TU.supercontig_104.108

58



Cuadro 3. ID de invertasas de pared celular y porcentaje de similitud de las familias con
Phaseolus vulgaris

ID Phaseolus

vulgaris

Referencia

Propuesta de Similitud
ID del gen
nombre (%)
PVINVCW1 AT1G12240 82.60%
PVINVCW2 AT3G13790 78.40%

PVINVCW3  Potri.016G077500.1 80.40%
PVINVCW4  Potri.006G210600.1 82,7%
PVINVCWS5  Potri.006G227500.1  78,7%
PVINVCW6  Potri.006G227400.1 78.50%

Phvul.003G217900.1
Phvul.010G137900.1

(Qi, etal., 2007)
(Qi, etal., 2007)

Phvul.007G227200.2 (Chen et al., 2015)
Phvul.001G191600.2 (Chen et al., 2015)
Phvul.001G036700.1 (Chen et al., 2015)
Phvul.005G158500.1 (Chen et al., 2015)

Cuadro 4. Oligonucleétidos especificos de genes utilizados para ensayos cuantitativos de RT-

PCR

Gen

Forward 5 - 37

Reverse 5°- 37

PVINVCW3

GGACGGACATTGGAGGATATTG AATGGATCGGGTGCTTGAC

PVINVCW4 CAATGTTACGCTGTACCCGAAGA CGCACTGCCGTTTACTTCTT

TGCATACGTTGGTGATGAGG

ACTIN

AGCCTTGGGGTTAAGAGGA

G

Cuadro 5. Informacién detallada de los genes de la familia CWINV del frijol

Longitud de la secuencia

Nombre en o - Peso Punto
este trabajo roeus P rocallzacion DNA (bp) mRNA (bp) CDS (bp) Proteina (aa) Familia molecular isoeléctrico
PvINVCW1  Phvul.003G217900.1 Chr03:44577343..44581434 reverse 4091 2448 1956 652 GH32 72.63 6.47
PvINVCW2  Phvul.010G137900.1 Chr10:42023601..42028333 reverse 4732 1823 1689 563 GH32 63.51 9.82
PvINVCW3  Phvul.007G227200.2 Chr07:35070399..35075678 forward 5279 1922 1764 588 GH32 58.65 9.47
PvINVCW4  Phvul.001G191600.2 Chr01:45038437..45040759 forward 2322 1850 1524 508 GH32 64.83 8.98
PvINVCWS5  Phvul.001G036700.1 Chr01:3435432..3438180 reverse 2748 1859 1686 562 GH32 64.12 5.05
PvINVCW6  Phvul.005G158500.1 Chr05:38694474..38697361 reverse 2887 2007 1725 575 GH32 64.65 8.42
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5.8. Alineamiento de secuencias de invertasas de pared celular e

identificacién de motivos

Los resultados del BLAST de aminoacidos de las seis invertasas de pared celular
indicaron la presencia de 13 motivos con aminoacidos iguales en las seis secuencias
(Figura 11). Los motivos reportados por Cortés-Romero et al., (2012) son relevantes en
la estructura y actividad de las enzimas; se identificd el motivo RPD, que fue idéntico en
las seis secuencias que pertenecen a la familia de proteinas de B-fructofuranosidasa

(Figura 11).

El motivo NDPNG no presenté cambios en todas las secuencias, excepto en la
secuencia PVINCW4, la cual tuvo una sustitucion del residuo G por A y ausente en la
secuencia que corresponde a PVINCWS5. Similarmente el motivo WECP también fue
identificado en las secuencias (Figura 11); en este caso, la secuencia PVINCW4 tuvo una

sustituciéon del residuo W por C presentando el motivo CECP (Figura 11).
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Figura 11. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de invertasas de Phaseolus vulgaris. Los
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potenciales de glucosilacion estan subrayados. El motivo de B-fructosidasa, el motivo RDP vy el
sitio catalitico de cisteina estan en cuadros de color azul.
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5.9. Analisis filogenético de secuencias de invertasas

Para reconocer las relaciones evolutivas entre los genes CWINV del frijol y otras
especies de plantas, 50 secuencias de aminoacidos de seis especies de plantas
vasculares fueron analizadas, esto permiti¢ identificar la relacion filogenética entre las
invertasas de las especies (Cuadro 3). El arbol filogenético, construido con el modelo
evolutivo WAG+G, mostré que todas las plantas formaron un grupo monofilético; esto
indico que los genes CWINV de plantas se originaron del mismo ancestro. La Figura 12
muestra tres grandes clados que se recuperaron con soporte alto (PP =X). Cada uno de
estos clados, a su vez se dividio en dos subclados monofiléticos, lo que corresponden a
plantas monocotiledéneas y dicotileddneas. Las secuencias de invertasas mostraron que
la secuencia PVINVCW1 tiene relacion cercana con las de PVINVCW2 y PVINVCW6 vy
PVINVCWS3 es cercana a PvINVCWS5. La secuencia PvVINVCW4 fue agrupada en el grupo

cercano a PVINVCW2 y PVINVCWeG.

5.10. Determinacién de los niveles de transcritos de los genes PVINVCW3 y

PVINVCW4 por RT-gPCR

Con base en los resultados anteriores, se eligieron los genes PVINVCW3 y
PvVINVCW4 para medir por RT-gPCR los niveles de transcrito en valvas largas y cortas
con y sin restriccion de humedad. Ambos genes tuvieron mayor porcentaje de similitud
con invertasas reportadas en otras especies (Cuadro 2) y sustituciones de residuos de

aminoacidos en los motivos relacionados con la actividad de esas enzimas (Figura 13).

Ademas, en las valvas largas, la expresion de los genes PVINVCW3 y PVINVCW4

no presentd cambios significativos en respuesta a la restriccion de humedad (Figura 13).
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En los frutos cortos, los niveles del transcrito del gen PVINVCW3 no tuvieron diferencias
significativas con respecto a las valvas del tratamiento sin restriccion de humedad.
Sobresalié que el gen PVINVCW4 aumento casi al doble los niveles del transcrito en
respuesta a la restriccibn de humedad, respecto a las valvas de los tratamientos sin

restriccion de humedad (Figura 13).
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Figura 12. Arbol filogenético construido con el método NJ, con el programa MEGAX 5.2.2,
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y dicotiledbéneas e invertasas de la pared celular de la bacteria B. subtilis como grupo externo.
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100

98

a9

38

61

|

64



PoCWINV3

Larga Corta

o

w2
1

—
|

Cantidad relatva [2M-AACT)]
Cantidad relativa 2*(-AACT)]
Y

o
|

B PoCWINV4

Larga Corta

F-
=

G
|
W
|

—
]
(o)
]

Cantidad relativa [2*(-AACT)]
N
|
Cantidad relativa [2M-AACT)]
T

o
|
=
l

B actin [ cwinvs [ cwinve

Figura 13. Perfiles de expresion de RT-qPCR de los genes de invertasa de Phaseolus vulgaris
CWINV3 y CWINV4 en valvas largas y cortas, usando como referencia el valor del gen Act 11
como control en cada condicién y 100 % CC como condicion de control. Los conjuntos de vainas
se cosecharon al mediodia (12:00 p. m.) y cada valor representa la media + EE. de tres réplicas
bioldgicas (prueba t de Student, *P < 0,05).
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Figura 14. Modelo representativo de las vias multiples del metabolismo del carbono de racimos al 100 % capacidad de campo (CC)
y 50 % CC en el llenado de grano. En primer lugar, la fotosintesis en pared de la vaina para sintesis de almidén y sacarosa. En
segundo lugar, los productos de la hidrélisis del almidon (maltosa y hexosa) podrian utilizarse para el metabolismo del carbono en las
semillas. En tercer lugar, la sacarosa es cargada en el pedunculo y se distribuye en vainas grandes y pequefias. posteriormente, en
el apoplasto, la sacarosa es degradada por la invertasa de pared celular (CWINV) y probablemente las hexosas se usan para el
llenado del grano. La actividad de CWINV aumento en la pared de la vaina corta (VC) independientemente del régimen hidrico, pero
los niveles de fructosa disminuyeron en la pared de la vaina larga (VL) y (VC) bajo restriccion de agua. Los niveles de transcripcion
de ARNm del gen PvCWINV4 fueron consistentes con una alta actividad enzimética en VC al 50 % de CC, pero este incremento no
fue imitado en la pared de la VL. Estos hallazgos sugieren que las isoformas de CWINV podria participar en la degradacion de la
sacarosa.
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VI. DISCUSION GENERAL

6.1. Fenotipo y anatomia de los racimos de frutos de plantas con y sin

restriccion de humedad

Entre las leguminosas, el frijol es el cultivo que mas se afecta con las sequias, lo
gue conduce a las pérdidas mayores del rendimiento (Beebe et al., 2013). La falta de
humedad en el suelo impacta severamente en la produccién de flores y vainas, por lo
tanto, en el nimero de semillas producidas por planta (Clavijo et al., 2013). El andlisis de
fenotipaje, no destructivo, por imagenes en RGB (Figura 6), mostré que después de los
10 dias con 50 % CC el follaje cambié de verde a amarillo, incluso con regiones
necrgticas; en contraste, en las plantas sin restriccion de humedad permanecio verde

(Figura 6B).

Sin embargo, los andlisis sefialaron que vainas de las plantas con restriccion de
humedad permanecieron verdes por mas tiempo que el resto de la planta; esto permite
sugerir que estas estructuras, en las condiciones evaluadas mantienen cierta actividad
fotosintética, en caso de que la maquinaria fotosintética de esas estructuras
reproductivas esté activa. Al respecto, diversos estudios han identificado la permanencia
del color verde de la planta, conocido como “"Stay Green”, como un caracter agronoémico
(Sehgal et al., 2018; Thomas y Ougham,2014; Assefa et al., 2013). La permanencia de

color verde en las vainas en frijol varia entre cultivares (Cayetano Marcial et al., 2021).

Para confirmar si el verdor de las vainas se relaciona con la integridad de su
estructura celular, se analizd la anatomia en cortes trasversales de las vainas largas y

cortas de las plantas con y sin restriccion de humedad (Figura 7). Las imagenes de los
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cortes en la figura 7 AD mostraron que, a pesar de la restriccion de humedad por 10 dias,
las vainas no tuvieron alteraciones en la epidermis, la hipodermis, ni en el parénquima
interno y externo, o en los granulos de almidon (Figura 7 EH). En la epidermis de las
vainas, de ambos tamafios y de ambos tratamientos, se observaron camaras
estomaticas, que, aunque falta comprobar su funcionalidad, la presencia uniforme
permite sugerir que, aunque el follaje esté completamente senescente, la anatomia de
las vainas no se altera por efecto del déficit de humedad. Estas observaciones coinciden
con otros estudios, como los que se han documentado en alfalfa (Wang et al., 2020;
Wang et al., 2016), en garbanzo y algunas especies de Brassica (Singal et al., 1993).
Ademas, se ha demostrado que la vaina es una estructura fotosintéticamente activa, que
proporciona carbono a las semillas cuando las condiciones son adversas, e incluso se
ha considerado como criterio de seleccion de cultivares de frijol en condiciones de

restriccion de humedad (Assefa et al., 2013).

6.2. Produccion de frutos y semillas

El nimero de racimos por planta disminuy6 significativamente entre los
tratamientos. Esto indico que el estrés que genero el déficit de humedad con 50 % CC
durante 10 dias, en la etapa R8, genero abscision de vainas (Figura 8A). Las imagenes
de la Figura 8B indican que las diferencias en el tamafo de los frutos y el nUmero de
semillas por vaina se mantuvo en riego (5-6 semillas por vaina) y en restriccion de
humedad (3-4 semillas por vaina) (Figura 8C). Recientes investigaciones con 14C
revelaron que, con restriccion de humedad, los frutos en etapas intermedias de desarrollo
tuvieron cambios significativos en el metabolismo de sacarosa y almidon con respecto a
las etapas iniciales (elongacion) y avanzadas (maduras) (Morales-Elias et al., 2021).
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Estos resultados confirman que 26 a 29 DDA los frutos de frijol tienen metabolismo de

carbono activo a pesar de la nula actividad fotosintética del follaje en la planta.

Respecto al peso de las semillas, los resultados mostraron que los frutos
cosechados de las plantas con restriccion de humedad redujeron el nUmero, pero no el
peso individual de la semilla. Esto indica que las semillas completan su desarrollo
independientemente del estrés por déficit de humedad y suspenden o limitan la
asimilacion de aquellas semillas con desarrollo tardio y favorecen a las que estan en
proceso de llenado. Estos resultados coinciden con los de estudios que han evaluado
genéticamente la formacion de la semilla, demostrando que el tamafio de la semilla es

un caracter genéticamente marcado en los cultivos (Sehgal et al., 2018).

6.3. AzUcares solubles y almidon

Con el fin de explorar el papel del pericarpio en el desarrollo de los frutos durante
el ciclo diurno-nocturno, en la vaina larga y corta del mismo racimo se cuantificd la
concentracion de glucosa, fructosa, sacarosa y almidén (Figura 9). Los resultados
mostraron que los niveles de glucosa se mantuvieron bajos en los dos tamafios de vainas
independientemente del nivel de humedad y hora del dia, en contraste el contenido de
fructosa sin restriccion de humedad vario con la luz y oscuridad naturales; los pericarpios
de vainas largas y cortas acumularon menos fructosa al final del dia y durante toda la
noche y alcanz6 un maximo a medio dia (Figura 9CD). En contraste, con el efecto de la
restriccion de humedad los niveles de fructosa se mantuvieron bajos en los cuatro
muestreos (Figura 9CD). Estos resultados indican que el uso de glucosa y fructosa en

las vainas es metabdlicamente diferente (Figura 9AD). Los niveles elevados de fructosa

69



en pericarpios de frijol han coincidido con los documentados previamente en respuesta
al estrés por déficit de humedad (Morales-Elias et al., 2021) y durante el proceso de

formacion de cromoplastos durante el desarrollo de la semilla (Belmont et al., 2022).

En las plantas, las hexosas (glucosa y fructosa) son generadas por la actividad de
invertasas; elucidar el papel metabdlico o sefializador de esos azucares puede
complicarse, dado que se metabolizan rapidamente y son sustrato para la sintesis de
otras moléculas. Sin embargo, investigaciones recientes indican que la fructocinasa, que
realiza la misma reaccion que la HXK esté involucrada en la modulacion del crecimiento
en plantas y uso de la fructosa como regulador de la fructosa 1,6 fructocinasa (Cho y
Yoo, 2011). En el presente estudio, no se descarta que la fructosa participe en la

regulacién del crecimiento del fruto, lo que genera nuevas preguntas de investigacion.

Respecto a los niveles de sacarosa, los cambios significativos entre los pericarpios
largos y cortos en el ciclo diurno-nocturno (Figura 9EF) permiten sugerir que con estrés
por déficit hidrico la sacarosa se acumula via descarga desde el floema o sintetizada a
partir de las triosas fosfato producidas por la fotosintesis. Investigacion en flores y
semillas han demostrado que la sacarosa es indispensable para la formacion de
estructuras del pistilo de la flor de algodon y desarrollo de semillas (Boyer y McLaughlin,
2007). En maiz, la sequia gener6 severa aborcion de ovarios, al aplicar sacarosa en el
tallo se restableci6 parcialmente la aborcion (McLaughlin y Boyer, 2004). Las
observaciones en este estudio apuntan a que las vainas cortas y largas de las plantas
con restriccion de humedad mantienen las células de conduccion iguales que las
desarrolladas sin restriccion de humedad (Figura 7); por lo que, el contenido de sacarosa
elevado permite sugerir que las vainas son metabdlicamente activas.
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El contenido de almidén en los pericarpios largos y cortos no mostr6 cambios
significativos entre niveles de humedad ni durante el ciclo luz-oscuridad (Figura 9GH).
Estos resultados son consistentes con los reportados recientemente por Morales-Elias
et al. (2021); ese estudio mostrd que los frutos en etapas tempranas de desarrollo fueron
los que redujeron la cantidad de almidon con respecto a frutos en desarrollo avanzado.
En contraste, Cuellar-Ortiz et al. (2008) reportaron que en los pericarpios los niveles de
almidén aumentaron en respuesta a sequia en el cultivar tolerante al déficit hidrico,
demostrando que el contenido de almidon varia entre cultivares. Sin embargo, el
conocimiento sobre el mecanismo que regula la exportacién de los productos de

degradacion del almidén es parcial.

6.4. Actividad enzimatica de invertasas

Debido a que la relacion sacarosa: hexosas impactan en el desarrollo de frutos y
tejidos de demanda, en el presente estudio se evalué la actividad de invertasa
identificada como una de las dos enzimas que degradan a la sacarosa; invertasa (INV)
gue produce glucosa y fructosa y sacarosa sintasa (SUS). Los resultados mostraron que
la actividad de invertasa vacuolar y citosélica no tuvieron cambios significativos (Figura
10CF). En contraste, la actividad de invertasa de pared celular fue estadisticamente
superior en pericarpios de menor tamafio con y sin restriccion de humedad, mientras que

las vainas largas en ambos niveles de humedad fueron inferiores (Figura 10AB).

Estos resultados permiten sugerir que la actividad de invertasa de pared celular
aumenta en tejidos en los que la fuerza de demanda es mayor, independientemente del

nivel de estrés de las plantas. Actualmente, los especialistas conocen que la invertasa
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de pared celular (CWINV) controla el crecimiento y desarrollo, principalmente en tejidos
reproductivos en Arabidopsis thaliana (Sherson et al., 2003), haba (Vicia faba) (Borisjuk
et al., 2004), maiz (Zea mays) (McLaughlin 2004) y zanahoria (Daucus carota) (Tang et
al., 1999). Las evidencias indican que en estos tejidos la descarga es via apoplasto, en
el que la degradacion de la sacarosa por la invertasa de pared celular genera hexosas
gue son incorporadas por transportadores tipo simporte H*/, conocidos como STPs y que
en conjunto pueden activar vias de sefializacion. Sin embargo, en Arabidopsis la
presencia de seis genes de CWINV y catorce STPs ha dificultado el estudio, debido a la
redundancia entre isoformas (Geiger, 2020). Adicionalmente, la sobre expresion de los
genes AtGIl1, OsGIF1 y Mnl en Arabidopsis, arroz, maiz respectivamente regulan el
rendimiento y calidad de los granos durante etapas tempranas del llenado de semilla

(Chourey et al., 2012; Lammens et al., 2008; Wang et al., 2008).

En frijol esparrago (Vigna unguiculata ssp. sesquipedialis) la actividad de invertasa
de pared celular en el pericarpio fue contrastante en dos genotipos; este resultado indica
gue los productos de la degradacién de la sacarosa, glucosa y fructosa, participan en el
desarrollo de la semilla (Liu et al., 2012). En frutos de frijol y otras leguminosas el papel
de las invertasas es escasamente conocido, los resultados del presente estudio indican
gue la actividad elevada de CWINV en frutos cortos de plantas con y sin restriccion de
humedad se deben a la mayor fuerza de demanda en la etapa de llenado de la semilla

(Figura 10).
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6.5. Analisis bioinformatico de invertasas de pared celular en el genoma de

frijol

Con el proposito de conocer el nimero de secuencias que codifican a invertasas
de pared celular en el genoma de frijol. Se descargo la secuencia del genoma de P.
vulgaris en el sitio gratuito de Phytozome V.13 y a partir de la comparacién de secuencias
reportadas en las especies incluidas en el Cuadro 2, se obtuvieron seis secuencias con
similitud minima del 78%. Con las secuencias de los genes identificadas en el genoma
de frijol se obtuvieron las secuencias de aminoacidos las cuales fueron usadas para

realizar alineamientos. El andlisis mostré alta similitud entre las secuencias (Figura 11).

Sin embargo, una estructura intron/exén de algunas fructosiltransferasas e
invertasas incluyen la presencia de un mini exén de 9 pb que codifica para tres
aminoacidos (DNP) el cual constituye parte del motivo WMNDPNG que determina la
especificidad al sustrato (Cortes-Romero et al., 2012), en la secuencia de PvulCWINV4
mostrd una sustitucion en el motivo de G por A (Figura 11). Este mini exon mostr6é que
en plantas de papa presenta splicing alternativo en estrés por frio (Bournay et al., 1996)
y una variante de splice a diferente exon-intron fue observado en algodén (Taliercio et
al., 2010). De forma similar, los resultados mostraron otros motivos RPD y EC idénticos
en las seis secuencias identificadas en frijol. Adicionalmente, en el motivo WECP, el cual
ha sido reportado cerca del extremo carboxilo terminal (Cortes-Romero et al., 2012), en
el presente trabajo se observé el motivo en las secuencias de frijol, el cual fue tuvo una
sustitucion de W por C, tal motivo ha sido identificado como motivo de las
fructofurandsidos. Finalmente, el analisis filogenético mostré que las secuencias de
invertasas se encuentran en el clado de dicotiledoneas (Figura 12). La distancia evolutiva
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entre ellas muestra que las secuencias de PvINVCW3 y PVINVCWS5 son distantes con
las de PVINVCW1, PVINVCW2 y PVINVCW6 mismas que fueron distantes con la de

PVINVCW4.

Se determind el incremento de niveles de transcrito determinados por RT-gPCR
de los genes PVINVCW3 y PVINVCW4 en vainas largas y cortas en riego y restriccion de
humedad. La expresion relativa se calculé con base en los incrementos en vainas en
restriccibn de humedad con respecto a los determinados en riego. Los resultados
demostraron que el gen PVINVCW3 no tuvo diferencias significativas en vainas cortas y
largas mientras que los niveles de transcritos del gen PvINVCW4 fueron superiores en
vainas cortas (Figura 13). Este resultado sugiere que la regulacion de la fuerza de
demanda de la sacarosa en vainas cortas bajo restriccion de humedad es superior en
comparacién a las vainas largas poniendo en evidencia la posibilidad de que los bajos
niveles de fructosa estén relacionados con este hecho. En el caso de las vainas largas
gue también tuvieron niveles bajos de fructosa (Figura 9C) posiblemente otras isoformas

de invertasa podrian estar participando.
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VIl.  CONCLUSION

El efecto de la restriccion de humedad durante el llenado de la vaina y desarrollo
de la semilla, o etapa R8 provoca abscision de ciertos frutos, quiza los que estan en
etapas iniciales de desarrollo y las que permanecen en la planta mantienen las
caracteristicas morfologicas y anatomicas similares independientemente del régimen de
riego, pero las valvas disminuyen el contenido de fructosa por efecto del déficit de
humedad, respecto a las vainas desarrolladas en riego. Estos cambios pueden estar
asociados a la actividad de invertasa de pared celular (CWINV), que de acuerdo al
genoma reportado en Phytozome, seis secuencias codifican a CWINV en Phaseolus
vulgaris. La secuencia PVINVCW4 posee sustituciones en residuos clave del sitio de
catdlisis de la enzima y aumenta los niveles de expresidon en respuesta a la restriccion
de humedad en vainas cortas con menos numero de semillas. En general, los resultados
indican que la distribucion de fotoasimilados en un racimo, las vainas largas y cortas
regulan la fuerza de demanda debido a la expresion diferencial de isoformas de
invertasas. En el futuro, se investigara otras enzimas clave que participan en el

metabolismo de la sacarosa y el almidén, asi como las isoformas de esas enzimas.
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